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1. Zobrazku ¢.6 A neni jasné, zda-li student sam provadél experiment, ¢i prevzal nepublikované vysledky od
kolegyné Chromé (v popisu obrazku je uvedeno Chroma, unpublished) ¢i opakoval jiz dfive provedeny
experiment? Proc je detekovana exprese proteinu MCM-7? Pfedpokladam, Ze jako ,loading” je bran protein
GAPDH. Proc je vobrazku B detekovan protein Mek? Jaky byl divod testovat postranslacni modifikaci
proteinu RNF168 po ozareni na linii LNCaP, kde bazalni exprese proteinu neni tak vysoka jako treba
v pripadé linie PC3 (Obrazek 6A)?



2. Kidentifikaci PTM proteinu RNF168 (kap. 5.2., obrazek 7) by bylo vhodné zaradit obrazek exprese RNF168
ukazujici Uspésnost imunoprecipitace. Takto nevime, zda-li se IP viibec povedla? Pro¢ byl tento experiment
provadén na transfekovanych burikach a nikoliv na linii (tfeba PC3), kde je mira proteinu vysoka. Zkouseli
jste IP pomoci protilatky proti RNF168, kterd je pouZita pro predchozi experiment? V popisu obrazku jsou
uvedeny pouZité objemy jako poméry celkovych pouzitych objem(. Uvital bych presna cisla objemd,
pripadné koncentraci lyzatu (napf. bylo pouZito 1 ml lyzatu o koncentraci 1 ug/ul, na gel bylo pouzito 30 pl).

3. Ke studiu fosforylace proteinu RNF168 (kap. 5.3.). Kolikrat byl prezentovany vysledek opakovan? Uvital bych
vlozit vzorek ,input” ukazujici miru exprese a PTM proteinu RNF168. Z obrazku neni jasné, jakd bunécna
linie je pouzita? Nezkouseli jste analyzovat vzorek jiz po reakci s fosfatasou jeSté pred srazenim TCA?

4. Kolikrat byl opakovan experiment na obrazku ¢€.9. souvisejici s efektem proteasomalni inhibice na stabilitu
studovaného proteinu. Volil bych reprezentativni vysledky, prfedevSim pro tzv. ,loading”, ktery takto
naznacuje o mozné chybé pti pfipravé vzorku.

5. Student oznacuje experimenty v kapitole 5.6 souvisejici s analyzou mutantd vybranych fosforylac¢nich mist
provadénych na nadorové bunécné linii U20S jako in vivo. DlUvodem je patrné to, aby rozlisil tyto
experimenty s drivéjsimi, které byly provadény biochemicky sbunéénym lyzatem in vitro. Bunécné
experimenty jsou obecné povazovany také jako experimenty in vitro, in vivo bychom mluvili v ptipadé
experimentl provadénych na zvifecim modelu napf. mysi. Doporucoval bych volit oznaceni biochemicka
esej vs. bunécna esej (cell-based assay).

6. Vseznamu protilatek jsou napf. Anti-phospho-histone H2A.X (Ser139) mouse monoclonal nebo Goat anti-
mouse IgG (H+L) - Alexa Fluor 568 conjugate. Pti kterém z experimentt byly pouzity?

7. Tabulka ¢.6 popisuje seznam potencidlnich interakénich protein se studovanym RNF168. JelikoZ nejsem az
tak znaly proteomickych vystupd, uvital bych vysvétleni terminu MASCOT score a ,sequence coverage”,
které jsem nikde na prvni pohled nenasel a ani nejsou komentovany. Prosim o vysvétleni véetné vyznamu
jednotlivych ¢isel.

8. Transfekce bunék lipofectaminem je popsdna v metodach jednou vétou na dvou fadcich, pfitom sam vim, Ze
je potreba optimalizovat spoustu podminek. Prosim o podrobnéjsi protokol, kde by se mélo objevit
usporadani experimentu, nasada bunék, mnozstvi ¢inidla, koncentrace DNA/siRNA, manipulace s vyménou
média, sloZzeni média apod.
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