Oponentsky posudok na diplomovu pracu Bc. Jakuba Novaka (2011):
Analyza regulace komplexu cytoplazmatickych poly(A) polymeraz

Aktualnost’ a tvorivy prinos:

Jakub Novak sa v predkladanej diplomovej praci zaobera Studiom regulacie translacie
MRNA génu gld-2 exprimovaného v zarodocnej linii Caenorhabditis elegans.

Autor sa pokusal identifikovat aktivatory, resp. represory expresie nekanonickej
cytoplazmatickej poly(A) polymerazy GLD-2 atieZz charakterizovat molekularnu podstatu
niekolkych mutacii vtomto géne. Vyuzitim kvasinkového trojhybridného testu preveroval
potencialne FBF-viaZuce elementy v 3" UTR gld-2 mRNA. Autorovi sa podarilo dokazat, Ze
jedna ztychto oblasti naozaj sluzi ako FBF-vazobny element a Ze vazba FBF proteinu
k tomuto useku je sekvencne Specificka, ¢o by mohlo naznadovat priamu ulohu FBF
v stimulacii expresie GLD-2.

KedZze snahy o detailné pochopenie takych komplexnych procesov, ako je
posttranskripna kontrola génovej expresie, su v sucasnosti v popredi zaujmu mnohych
vedeckych skupin, povazujem tuto pracu za velmi aktualnu.

Formalna stranka:

Diplomova praca je Clenena do Styroch kapitol: teoreticky uvod, material a metddy,
vysledky a diskusia. Autor sa nevyhol formalnym a Stylistickym chybam a tiez preklepom.
Anglické formulacie viet su miestami kostrbaté a s Eeskym slovosledom.

TEORETICKY UVOD

Tato cast (citatela informuje o modelovom organizme C. elegans, principoch
posttranskripénej regulacie, polyadenylacii a poly(A) polymerazach, funkcii a interakciach
GLD-2 a PUF proteinov ana zaver uvadza ciel prace. Tvori priblizne tretinu z celého
rozsahu. Autor sa odvolava na 100 literarnych zdrojov, z ktorych 29 bolo publikovanych
v poslednych piatich rokoch. Citovanie ale nie je jednotné, autor raz uvadza dislo citacie,
inokedy meno autora a rok alebo odkaz na webovu stranku. Text je doplneny obrazkami,
ktoré su v8ak chybne Cislované (dvakrat sa tu nachadza obrazok &islo 3, nasleduje Cislo 5
a po nom zase 4 a 5) a autor na vac¢sinu z nich vébec neodkazuje v texte. U niektorych nie je
dostato¢na ani legenda pod obrazkom, &im sa straca jeho funk&nost.

Celkovo tato kapitola pIni svoj ucel a Citatel z nej ziska zakladny prehlad o problematike,
nevyhnutny pre pochopenie experimentov.

MATERIAL A METODY

Autor vcelku prehladne popisuje pouZzité metddy a vysvetfuje ich princip. Uvedené su
podrobné protokoly, len v niektorych pripadoch chyba udaj o koncentracii enzymov a BSA
(str. 44- dvojité restrikéné Stiepenie) a oligonukleotidov (str.44- PNK fosforylacia). Chyba
zoznam enzymov a sekundarnych protilatok.

Strana 34 je prazdna. Na strane 37 v protokole na pripravu kvasinkovych lyzatov nie je
uvedené v 200 ul ¢oho sa ma vzorka rozsuspendovat.

VYSLEDKY

Tato kapitola by mala tvorit' jadro celej prace, kde autor zdokumentuje svoje praktické
schopnosti a prehfadne vysvetli experimenty, ktoré uvadza. Autor ale tuto Cast' spracoval
dost’ chaoticky a stazil Citatefovi situaciu najma tym, ze nedostatoCne vysvetlil, o bolo
cielom daného pokusu a Co ukazal vysledok. K vacsine obrazkov je jedinym blizSim popisom
legenda.

Obrazky 10-13 su v zlej kvalite, neprehfadné, bolo by mozZno vhodnejSie vyznadit
v obrazku, na ¢o sa ma ditatel zamerat, inak su nefunkéné.

Obrazok 21 podla nazvu zobrazuje hladinu expresie PAB-2 v gld-2 mutantoch, ale
v popise je uvedeny CPB-3 protein.
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DISKUSIA

Podla méjho nazoru je toto najlepSie zvladnuta East diplomovej prace. Az tu sa Citatel
docéka vysvetlenia experimentov dokumentovanych v kapitole VYSLEDKY. Autor preukazuje
vedomosti o problematike, ktord spracoval, konfrontuje svoje vysledky s dostupnou
literaturou a zasadzuje ich tak do SirSieho kontextu. Navrhuje tiez dalSie experimenty, ktoré
je nutné v buducnosti urobit na overenie nim predkladanych vysledkov, respektive ziskanie
SirSich poznatkov o danej téme.

Celkové hodnotenie prace:
Diplomova praca Bc. Jakuba Novaka spifia kritéria kladené na diplomové prace.
Pripomienky a otazky do diskusie:

Cim autor vysvetluje taku nizku intenzitu signalu pre tubulin v jednotlivych western
blotoch? Nizkou koncentraciou pouzitych lyzatov to asi nebude, nakolko signal pre PAB-2 na
obrazku 14 je velmi silny.

Co méze byt priginou radikalneho rozdielu v hladine expresie PAB-2 medzi obrazkami 14
a 15? Aka bola doba expozicie pre jednotlivé protilatky? Aké mnozstvo proteinov bolo
nanasané na gél a ako (ak vébec) ste zistovali ich koncentraciu?

Na obrazkoch 14 a 15 je dvakrat WT (N2), ku ktorému z nich autor vztahoval intenzitu
signalu ostatnych testovanych proteinov? Alebo bral do uUvahy priemernd hodnotu tychto
dvoch signalov?

Mohol by autor vysvetlit, akym spdsobom boli ziskané mutanty gld-2 (gq535), gld-2 (q540)
a dx32?

Signaly z western blotov su kvantifikované a hodnoty relativnej expresie pre jednotlivé
proteiny su uvedené v grafoch. Ku kazdému western blotu zvlast je vypracovany samostatny
graf pre kazdy protein, vysledky sa vSak v niektorych pripadoch diametralne liSia. Mozno by
bolo vhodnejSie urobit jeden graf s priemernymi hodnotami niekolkych experimentov a uviest
smerodajnu odchylku kvéli lepSej prehladnosti a vypovednej hodnote pokusu.

Co mohlo podla autora spdsobit’ stratu signalu pre pozitivnu kontrolu FBF-2/fem-3  na
obrazkoch 44-46? Nie je mozné, ze aj niektori z preverovanych interagujucich partnerov
mohli vykazovat faloSne negativne vysledky?

Na ¢o sluzi TCA premyvanie pri priprave kvasinkovych lyzatov?

V Brne 14.9.2011 Dominika HroSSova



