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Cile prace

Autorka se ve své praci zabyva studiem regulace genové exprese paralognich tubulinovych
genil v souvislosti se sestfihem a histonovymi modifikacemi. Sleduje vliv pfitomnosti intronti
na genovou expresi 7UBI a TUB3 u kmene s mutaci genu PRP45 narusujici sesttih.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 121

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Ptehled literatury poskytuje velmi dobry tvod pro pochopeni feSeného projektu.
Statistika Seznamu literatury je pomérné piekvapiva. Citovanych praci je 185, 59 praci
vzniklo do roku 2000, jen 26 praci bylo publikovano po roce 2011, z toho 7 v poslednich
dvou letech.

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole?  ANO
Jsou metody srozumitelné€ popsany? ANO

Autorka méla ptilezitost naucit se velkému mnozZstvi metod, souvisejicich s ptipravou
kvasinkovych kmenti a analyzou jejich fenotypu na urovni DNA, RNA 1 proteinti. Mezi
nejpokrocilejsi pouzité metody patii chromatinova imunoprecipitace.

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentd? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO

Experimentalni ¢ast je nestandardni z mnoha thla pohledu: Zdivodnéni jednotlivych
experimentl je mimofadné dobré, experimenty zahrnuji velky pocet kontrol, disledné je
uveden pocet opakovani experimentd, rozsah vysledkl je nadprimérny. V nékterych
kapitolach experimentalni ¢asti autorka kombinuje kapitolu Metody a Diskusi, ve vétSing
piipadi je to ku prospéchu.




Zuzana Cihlatova pfipravila fadu kment, které¢ budou pravdépodobné vyuzity i mimo ramec
piedlozené préace. Ziskala cenna data o jejich fenotypu z hlediska rezistence ke zvySené
teploté a viici benomylu i o hladinach relevantnich RNA a proteind. Pfipravila expresni
systém pro indukovanou expresi zna¢ené¢ho histonu 3. PfestoZe se nepodatilo potvrdit
navrzené hypotézy, jeji vysledky jsou bezesporu velmi piinosné.

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢€i navrhy na dalsi feSeni problematiky?  ANO

Diskuse ma rovnéz vysokou troven a odpovidajici rozsah.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni Grovein prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

Text prace je piehledny, dobfe srozumitelny, bez gramatickych chyb a jen s malym po¢tem
pieklept. Je doplnén velkym poctem schemat, ¢asto 1 vlastnich, kvalita graf je rovnéz velmi
dobra.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Diplomova prace Zuzany Cihlafoveé vysoko prevySuje naroky kladené na diplomové prace.
Autorka prokéazala schopnost provadét naro¢né experimenty a kvalitné€ analyzovat i
prezentovat jejich vysledky.

Praci doporucuji k obhajobé a Zuzané pieji badatelsky elan 1 $tésti v dalSich letech.

Otazky a pripominky oponenta:

Byla podobna studie provedena i u jinych gentli kvasinky S. cerevisiae nebo u jinych
organismu?

Na str. 31 uvadite, Ze ,,V ptipad¢ intron-obsahujicich gent S. cerevisiae jsou oblasti exont
obecné vice bohaté na nukleozomy* a jejich transkripce je pomalej$i.© Neni to v rozporu

s informaci, ze u gent obsahujicich introny vznika piiblizn€ 4x vice transkriptli nez z genti bez
intrond?

Str.50 — Je opravdu vhodné prodlouzit dobu heat shocku pfi transformaci kvasinek LiAc metodou
na 3 hodiny?

Str. 89: Byly geny ECM33 a ACT1 vybrany ndhodné pro analyzu vyskytu histoni nebo je zména
ve slozeni histont u nich specificka v rdmci genomu kvasinek?

Pfipominky:
Str.36 Pii sterilizaci inhibitoru filtraci je vhodné uvadeét typ pouzitého filtru (pfedevsim velikost
port).




Str.36: Lépe formulovat davkovani antibiotika: ,,

25 pl Nourseothricinu (1000x koncentrované antibiotikum, které je 100 pug/ml; BioScience) .
Uvadi autorka konec¢nou koncentraci v médiu nebo koncentraci v zdsobnim roztoku? Piiprava
médii sd nourseothricinem a benomylem je popsana odlisné.

Str. 59 — Chromatinova imunoprecipitace: méla byste specifikovat, co je ,,kolotoc* (inkubovat 1
hod na kolotoc¢i v chladové mistnosti.)

Str. 61 — Sledovani textu o Chip by usnadnilo zafazeni schematu postupu

Str. 79 V Ceském textu je vhodnéjsi pouzivat termin standardni alela misto ,,divoka*

Str. 79: U westernblotu by bylo vhodné uvadét koncentraci proteinu ve vzorku a pokud mozno,
obarvenou membranu pfed imunodetekci. U obr. 20 — lisila se kvalita blokovani membrany nebo

fedéni protilatek? Mate jiné vysvétleni pro vysoké pozadi u membrany se vzorky 1 az 6?

Str. 98 — U ChiP analyzy se nejedna o expresi, ale koncentraci dané¢ho typu DNA —viz:* Exprese
kazdého vzorku byla métena v technickém triplikétu.*

Str. 101: doporucuji opravit: V ramci mé diplomové prace byly exprimenty zopakvany s kmeny s
identickym genetickym pozadim (text pod obr. 40)

Str. 107: Doporucuji vice dbat na ¢eské poradi slov ve véte: Pro vysetieni vySe uvedené
domnénky jsme se rozhodli sledovat, zda a jak se méni hustota nukleozomu na intron
obsahujicim genu TUB3 u S. cerevisiae .

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucésti zvetejnénych informaci)
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