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Posudek bakaldiské prace Martiny Dalikové ,,Acetylace histonu H4 na W chromosomu
zavije¢e mouéného, Ephestia kuehniella (Lepidoptera)

Cilem prace bylo zjistit, zda existuji rozdily ve stupni acetylace histonu H4 mezi pohlavnim

chromozémem W a autozémy zavije¢e mouéného. Za tim uc¢elem bylo vyuzito péti polyklonalnich

protilatek, z nichz Ctyfi byly specifické pro acetylace v riznych polohach a jedna pro neacetylovany

histon H4. Autorce se podafilo zvladnout pfipravu preparati pachytennich chromozému i

interfaznich jader vhodnych pro imunodetekci variant acetylace histonu H4 a zdokumentovat

rozloZeni signali jednotlivych protilatek. Déle byla provedena usp&$na detekce chromozému W

metodou FISH s pouzitim znacenych DOP-PCR  produkti ziskanych amplifikaci

mikrodisektovanych chromozomi. Bohuzel se uz nepodafilo obé metody zkombinovat tak, aby
bylo mozno identifikovat chromozém W na preparatech na kterych byla provedena detekce
acetylace histonil.

Z ptredlozené prace je zfejmé, ze M. Dalikova dobfe zvladla teoretickou i experimentalni
stranku studované problematiky. Vysledky jsou prezentovany jasné a i celkova tGroven zpracovani
bakalarské prace je az na nékolik mali¢kosti velmi dobrd. K praci mam nésledujici dotazy a
pfipominky —

1. Jako hlavni duvody pro¢ se nepodafilo zkombinovat FISH s imunodetekei histont jsou
uvadény nutnost znacit sondu fluorochromem s emisi v zelené Casti spektra (Alexa 488),
ktera vSak nevykazuje dostateCnou citlivost, a déle $patnd konfigurace filtri mikroskopu,
kterd neumoziuje ucinné oddélit ervenou a zelenou fluorescenci. Nebylo by v8ak mozZné
tyto problémy obejit tim, Ze by byly tyto metody provadény (a jejich vysledky nasnimény)
nikoliv simultanng, ale postupné, a nebo zménou znaceni sekundarni protilatky ?

2. Absence rozdilli v distribuci acetylovanych variant histonu H4 mezi chromozémem W a
autosomy béhem meiozy je vysvétlovdna transkripéni aktivitou pohlavniho chromozému,
kterd je stejna jako u autozémid. To je vzhledem ktomu, Ze W je z vétSiny tvofen
heterochromatinem, pomérné piekvapivé. Je znamo, jakym typem repetic je tento
heterochromatin tvofen ?

Ve sloZeni hybridizaéniho mixu (str. 12) neni uvedena koncentrace soli (SSC).

4. SlozZeni reakéniho mixu pro DOP-PCR (str. 12) by mélo byt uvedeno pomoci findlnich
koncentraci jednotlivych komponent; navic chybi specifikace DOP primerii (jde o 6-MW
podle Teleniuse ?), koncentrace polymerazy, a specifikace latky ,,W-1%.

5. DOP-PCR znaceni je specifikovano odkazem na préci Vitkova a Marec (2005), ktera je ale
abstraktem z konference, kde zfejmé metodika neni viibec popsana.

6. Na obr. 6 (str. 23) neni zfetelna modra fluorescence chromozémii; v tomto pipadé by bylo
vhodnéjsi prezentovat dva oddélené obrazky (fluorescence v modré a Cervené barve).
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I pfes uvedené piipominky jde o kvalitni praci, kterd podle mého nédzoru spliuje vSechny
pozadavky kladené na bakalarské studium, a proto ji doporucuji k obhdjeni.
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