Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Jakuba Zemana
S nazvem ,,Vazba el F3 v komplexu s elF5 a elF1 na ribosomalni podjednotku 40S je
doprovazena dramatickymi strukturnimi zménami®

Ptredkladand disertacni prace je podana tzv. zkracenou formou a je vypracovana v angli¢ting.
piesnéji elF3. Poté je pfedloZzen seznam péti praci, na kterych se Jakub Zeman podilel a je
velmi struéné shrnuto, o ¢em kazda prace pojednava. K tomuto seznamu je také dodan soupis
procentudlniho podilu uchazece na jednotlivych publikacich. Prace je formaln¢ shrnuta kvalitni
diskuzi. Text prace je dobfe Citelny, srozumitelny a navzdory relativni struc¢nosti, dané
formatem prace, se vV ném uchazeéi podaftilo podchytit a vysvétlit vSe pottebné. S ohledem na
maly rozsah textu je Skoda, Ze se v praci vyskytuji drobnéjsi chyby (pieklepy, prohozené
¢islovani obrazku, stylistické neobratnosti — zejména opakovani urcitych slov). U souhrnnych
textd k jednotlivym ¢lankim bych také oc¢ekaval vétsi ,,pfevypravéni* uchazecem, které by bylo
mén¢ inspirovano slovosledem abstrakti danych praci. Celkové vS8ak mohu shrnout, Ze Groven
anglického jazyka i prace jako celku je velice solidni.

Prace, které jsou podkladem disertace, zahrnuji jak pivodni védecké publikace, tak jeden
Clanek piehledovy. To povazuji za velice dobry dikaz, Ze uchaze¢ neplnil jen roli
experimentatora, ale vénoval se i podrobnému studiu literatury, kterou byl pak schopen
zpracovat ve formé¢ review. Po svém skoliteli je na dané praci druhym autorem, coZ jasné
doklada ptinos k ptiprave ¢lanku.

Velmi vysoce hodnotim kvalitu praci uchazecée (4% Nucleic Acid Reserach a 1x RNA Biology),
coz povazuji za nadstandartni vykon. Bezesporu tak tento soubor doklada kvality uchazece i
jeho ptipravenost k samostatné praci ve védé. I kdyz jiz samotné mnozstvi publikovanych praci
je uctyhodné, stoji za zminku i fakt, ze v samotné disertaci uchaze¢ zminuje i nemaly pocet
neuspesnych experimentl pii snaze vyiesit strukturu elF3 pomoci krystalizace.

Obsahoveé maji vSechny prace jasny jednotici prvek, kterym je role elF3 v regulaci translace,
jev reiniciace a strukturni aspekty elF3. Hlavni publikace uchazece (Zeman et al Nucleic Acid
Res 2019) je zaméfena na strukturu elF3. V praci byl optimalizovan postup rekombinantni
piipravy elF3 a bylo vyuzito strukturni proteomiky ke studiu uspofadani elF3 v riznych stavech
— volny, ve vazb¢ s elF1 a 5 a také s podjednotkou ribosomu.

Vsechny prace prosly velmi dikladnym a naroénym recenznim fizenim a proto se ma role
oponenta zna¢né zjednodusuje. Svymi dotazy bych rad ziskal vhled do orientace uchazece
v dané problematice, vyuzivané metodice ve stézejnim Clanku a také bych se chtél detailné
seznamit s prinosem Jakuba k ostatnim pracim.

Dotazy:

U predkidadanych publikaci II a I1I, tj. Beznoskova et al Nucleic Acid Res 2019 a Mohammad
et al Nucleic Acid Res 2017 by mé zajimaly detaily prispévku uchazece. Tj. jakym zpiisobem
byla provadena bioinformaticka analyza tRNA sekvenci, jak to prispélo K experimentdalnimu
pribéhu prdce i jeji finalni podobé. Dale, jak presne byly overovany vysledky vyvinuté pull-
down metody pomoci techniky posunu v elektroforetické migraci?

U hlavni publikace (Zeman et al Nucleic Acid Res 2019) mam nasledujici dotazy.

U experimentit chemického siteni, je uvadeno pouziti ruznych cinidel. Jejich reaktivita je vsak
vzdy stejnd — namirend na primarni aminy v proteinech. Jaky byl diivod pouziti této palety



cinidel? Bylo napr. pozorovano cileni na jiné NH2 skupiny pri vyuziti cinidel rozpustnych ve
vodnych roztocich?

Provadeli jste analyzu sekvenci a dostupnych struktur z pohledu vyskytu reaktivnich
aminokyselin, pripadné, nezvazovali jste i pouZiti ¢inidel s odlisnou reaktivitou? Sledovali jste,
zda pouzité proteolytické Stépeni poskytuje peptidy vhodné k MS analyze a zda by nebylo
vhodné pouZit i jiné proteasy?

Proc byla cast identifikaci zalozena na Stépitelnych cinidlech a CID fragmentaci a cast pouze
na identifikaci die presné hmotnosti? Byla provedena validace, zda hodnoty m/z prirazené
spojenym peptidiim nemaji v ramci tolerance i jina mozna prirazeni?

V prdci bylo vyuzivano isotopové znacenych cinidel. Snazili jste se o kvantitativni vyjddieni
zmén v identifikovanych siténych mezi elF3 v riznych stavech? Je mozné, ze by to mohlo prinést
lepst vhled na strukturni zmeny po vazbé na 40S?

Experimenty byly provddeny s komplexy o cca 2uM koncentraci. Byl néjaky ditvod zvolit pravé
tyto podminky? Proc¢ se pri rekonstituci elF3 pouzivaji riizné pomeéry podjednotek? V této
souvislosti mé také zaujalo velké rozpéti poctu jednotlivych podjednotek v burice. EXistuje
néjaké vysvétleni, proc¢ by mélo byt casti podjednotek elF3 (a, b a ¢) vyrazné vice nez ostatnich?

Dle citované literatury, jsou pri snaze purifikovat elF3 primo z bunék pritomny i blize
nespecifikované interagujici molekuly. Mélo by smysl, se soucasnou znalosti mapy zesiteni,
pokusit se o mapovani jak se jejich vlivem struktura elF3 meéni a jakym zpiisobem |F3 s témito
vazebnymi partnery interaguje?

Je znamo jakym zpiisobem ovliviiuje strukturu/funkci ribosomu ¢i IFs hustota prostredi (tzv.
crowding)?

Zavérem bych rad uvedl, Ze predkladany soubor praci svym rozsahem i kvalitou zcela napliuje
odborné i formalni poZzadavky kladené na doktorské disertacni prace a praci plné doporudcuji
k dalSimu Fizeni.

V Praze, dne 21.8.2019 Petr Man



