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Nazev prace:
Vliv vybranych transkripcnich faktorti na expresi genu ATO3

Cile prace

Hlavnim cilem ptedkladané prace je pfipravit sérii kmenti s delecemi gent pro transkripéni faktory
za Ucelem studia regulace genu ATO3. Delece maji byt odvozeny od rodi¢ovského kmene ATO3-
GFP, aby bylo mozné sledovat produkci reportérového proteinu prostfednictvim znaceni
fluorescenénim proteinem. Piipravené kmeny maji byt charakterizovany z hlediska znamych fazi
vyvoje kvasinkovych kolonii a vliv absence daného transkripéniho faktoru na produkci Ato3p-GFP
ma byt studovan pomoci metod fluorescenéni mikroskopie a western blot analyzy. Na zaklade
ziskanych vysledkti maji byt vytipovany transkripcni faktory s regulacni funkei pti produkci Ato3p
ve vyvoji kvasinkovych kolonii.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 115

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova: ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumiteln¢? 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

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? cca 8
Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimentti? ANO

Je dokumentace vysledkl dostacujici? NE - v ¢em jsou nedostatky?
Neni patrné, jakym zptisobem jsou kvantifikovany miry produkce jednotlivych proteint pii western
blotové analyze. Mé&l by byt pouzit vhodny software pro kvantifikaci prouzkt odpovidajicich na
SDS-PAGE monomernimu proteinu Ato3p znacenému GFP.

Postacuje mnozstvi experimenti k ziskani odpovédi na zadané otazky? NE — co chybi,
Vv ¢em je nedostacujici?
Na zaklad¢ prezentovanych vysledkt je mozné ucinit pouze predbézné zavery, coz autorka v praci
konstatuje. Western bloty a jejich analyza za ucelem sledovani vlivu vnesenych mutaci na produkci
Ato3p by mély byt vyladény pro studovany systém, aby bylo mozné vysledky statisticky
vyhodnotit.




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

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Po formalni strance je prace na dobré urovni. Literarni piehled a ivod do studované problematiky je
proveden za pomoci obrazkl pievzatych z fadné citovanych publikaci velice pékné. Prace je
napsana srozumitelnou ¢estinou. Jen Groven prezentace vysledkll z western blotové analyzy je
relativné nizka. Nékdy neni Uplné patrné, ktery popisek patii ke které draze, zebticky jsou popsany
rukou.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Hlavni cil prace, tj. pfiprava 14 transformovanych kmenti s delecemi pro vybrané transkripéni
faktory, byl splnén. Jedna delece bylo vyloucena z divodu slabého rustu, coz bylo diskutovano na
zakladg literatury. Transformované kmeny byly charakterizovany pomoci riistovych experimenti

S obfimi koloniemi. Déle bylo ptikroceno k experimentim s mikrokoloniemi, coz se ale ukédzalo byt
obtizné vzhledem k nedostateéné reprodukovatelnosti jednotlivych experimentt z hlediska fazi
vyvoje kolonie. Westernblotovou analyzu produkce proteinu Ato3p-GFP, ktery byl pouzit jako
reportérovy protein, bude nutné pro ziskani relevantnich vysledkt vyladit pro studovany systém.
Autorka na zaklad¢ ziskanych vysledki vytipovala protein Adrlp jako pozitivni regulator ATOS,
coz diskutovala na zaklad¢ literatury. Jako dal$i potencionalné pozitivni regulatory uvedla proteiny
Ace2p a Sip4p. Zde ale nenasla v literatufe funkéni propojeni s metabolismem subpopulace bunék
vrchni vrstvy, U bunék. Vysledky ziskané pro Baslp neumoznily né€jaky jednoznacny zaver. Pro
posledni bod Shrnuti ale podle mého nazoru autorka nemé dostatecny experimentalni podklad.

Na zavér, autorka prokazala schopnost samostatné laboratorni a experimentalni prace,
pripravila 14 transformovanych kmenii s delecemi v transkripénich faktorech a provedla
zakladni charakterizaci 13 z nich. V Literarnim uvodu uvedla pi‘ehled relevantni literatury a
v Diskuzi zakladni zhodnoceni vysledkii i na zakladé literatury (140 citaci). Podle mého
nazoru prokazala schopnost samostatné védecké prace, a doporucuji praci k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

1. Nastr. 97 vysvétlujete, jaké vyhody maji western bloty pii kvantifikaci proteinového
produktu ve srovnani s fluorescen¢ni mikroskopii, protoze mikroskopie ,,poskytuje o
mnozstvi fluorescenéniho signalu pouze pribliznou predstavu®, coz ale neni pfesné feceno.
Bylo by mozné doplnit fluorescencni mikroskopii jinymi fluorescen¢nimi technikami,
naptiklad sledovanim fluorescence z lyzatu? Dala by se zvysit specificita stanoveni
proteinového produktu, coZ je membranovy protein, napiiklad pomoci centrifugace?

2. Pomohlo by oddéleni solubilni frakce centrifugaci napiiklad i v piipadé western blott?
Mohla by tvorba velkych shlukti o velikosti asi 150 kDa né&jak souviset S oligomerizaci
proteinu Ato3p?

3. V obrazcich 55-57, kde jsou ukdzany misky s mikrokoloniemi, to vypada, Ze deletanty
Vv proteinu Bas1 maji zvySenou zakladni hladinu alkalizace, nemiize to n¢jak souviset
s nejednoznacénosti vysledki ziskanych pro tento protein?

Néavrh hodnoceni oponenta

[] vyborné M velmi dobie [ ] dobte [ ] nevyhovél(a)
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