Posudek na diplomovou praci Jany Kubikové nazvanou ,Substrate cleavage by
mammalian Dicer isoforms

Ptredlozena diplomova prace je napsana v anglictiné na 73 stranach v klasickém c¢lenéni na
Literarni ptehled, Cile diplomové prace, Material a metody, Vysledky, Diskusi, Shrnuti vysledki
a Piehled pouzité literatury.

Diplomova prace ma zietelné stanovené cile, které se autorce podafilo viceméné splnit. Jana
Kubikové zvladla velké mnozstvi metod, musela fadu svych experimenti a protokoll slozité
optimalizovat a ziskala bezesporu zna¢né mnozstvi praktickych zkuSenosti v laboratofi.

Literarni ptehled se zaméfuje na detailni popis bilkoviny Dicer. Trochu mi v literarnim pichledu
chybi detailnéjsi odkazy do fise rostlin. Celkové¢ je literarni ptehled napsan pékné. Uzndvam, ze
autorka literdrni piehled nazyva pouze Uvod, nicméné i tak by jeho soucasti nemély byt
spekulace odkazujici na osobni sd€leni, i kdyz je pronese skolitel (str. 15).

Vysledkova c¢ast se ¢te pomérné tézko. Celkové jsem v rukopisu narazil na 13 odkazi na
neukazana data (data not shown), coz je mira neobvykla. Odkaz na neukazana data Ize pochopit
napiiklad v odbornych publikacich, kde je autor omezovan mistem. I v nich by se vSak s nimi
mélo Setfit. U diplomové prace takové omezeni neni. PfisluSna data se navic mohla objevit
napiiklad jako soucast elektronické piilohy. Pokud ziskana data nestoji za rozbor, pak neni nutné
je zminovat. Pokud vSak autorka pocit'uje nutnost se s nimi svéfit a diskutovat je v kontextu
ostatnich vysledkt, méla by je i ukazat. Ctenaf je tak odkazan na autoréinu interpretaci vysledka
jednotlivych experimentii a nema Sanci je zhodnotit sam.

Chtél bych se zeptat, co vedlo autorku k tporné snaze Cistit ob€ varianty bilkoviny Dicer pomoci
tandemové afinitni chromatografie s vyuzitim dvou rtiznych ptivéskd fizovanych s C a N
koncem bilkoviny? Jiz u prvniho obrazku (Fig. 6) popisujiciho ¢isténi bilkoviny Dicer pomoci
IMAC jsem si tekl, ze je to pekny vysledek a néslednd gelovd nebo iontoménicova
chromatografie bilkovinu docisti. Po mnoha narocnych a casto neuspéSnych pokusech s
tandemovou afinitni chromatografii se ¢tenaf az v diskusi docte, Ze pouziti kombinace IMAC a
gelové chromatografie je standardni a Siroce pouZivany postup pro €isténi bilkoviny Dicer (str.
59). Z rukopisu navic vyplyva, ze autorka ma piistup k FPLC. Pouziti fuznich ptivéskt je obecné
skvély pfistup, ktery velmi pomohl rozmachu charakterizace bilkovin a bilkovinnych komplexd.
Vzdy je vSak tifeba zvazovat, jak takové ptivésky mohou plisobit na funkci a stabilitu studované
bilkoviny. Finalni produkty pouzité autorkou pro méfeni aktivity bilkovin Dicer® a Dicer® maji
na N konci Twin-Strep-Tag, HA-tag a misto pro §tépeni TEV proteazou, na C konci FLAG-Tag,
8x HIS-Tag a téz misto pro stépeni TEV proteazou. Mohla by autorka ukazat realnou sekvenci
vSech ptidanych aminokyselin na N a C koncich? Lze na zakladé znamych dat o bilkoviné Dicer
dovodit, kde se tyto konce v prostorové struktuie Dicer nachazeji? Tusim, ze plivodnim cilem
prace bylo rychle piipravit &isty Dicer® a Dicer® a nasledné se zabyvat jejich analyzou. Prace se
vsak vyvinula v klasickou biochemickou praci popisujici ¢isténi konkrétnich bilkovin. Velmi by
pfi cteni rukopisu pomohlo, kdyby obsahoval 1 klasické biochemické shrnuti jednotlivych
experimentii v obvyklych tabulkach, ze kterych je na prvni pohled ziejmé, jaké postupy byly
pouzity, kolik materidlu a v jaké Cistoté a aktivit€¢ vstupovalo do jednotlivych krokti a jaky byl
jejich vysledek.

Prosim o objasnéni, pro¢ byly zvoleny bakuloviry pro produkci bilkovin Dicer. Zda byly
testovany jiné produkéni systémy/organismy a zda byly provedeny néjaké pokusy optimalizovat
produkci obou bilkovin Dicer pomoci bakulovirovych expresnich systémi ve smyslu testovani



ruzné multiplicity infekce, pouziti riznych bunéénych linii, zmény teploty pro expresi bilkovin
¢i testovani vhodné doby pro sklizenn bunék po infekci. Jmenované experimenty jsou obvykle
zéasadni pro dosazeni maximalniho vytézku produkce.

U obrazku 13 prosim o vysvétleni, jak podle ngj autorka dosla k vyslednému poméru Dicer® :
Dicer® = 5 : 18. Redéni se mi nezda zcela rovnomérné. Napftiklad nanéaska ve sloupci 5:5 je u
Dicer® pravdépodobn& vyssi nez ve vzorcich vpravo i vlevo od n&j. Pro¢ autorka nepouzila
néjakou relativné presnou a dostupnou metodu méteni koncentrace bilkovin, naptiklad pomoci
BCA? Pokud mate Cistou bilkovinu a chcete byt maximalné ptesni, vzdy mlzete pouzit metodu
analyzy obsahu aminokyselin, ktera je pouzitelna i pfi vyfiznuti prouzku obsahujiciho bilkovinu
z PAA gelu.

Autorka podle svych slov celou dobu bojovala s ptitomnosti nespecifickych ribonukleaz. V
kapitole 4.2.1.1. se myslim spise ptiklani k tomu, Ze jejich zdrojem je vy¢istény Dicer, v diskusi
spiSe k tomu, Ze zdrojem je preparat testované pre-let-7a RNA. Jaky je finalni nazor? Zjisténi
pravdépodobného zdroje kontaminujicich ribonukleaz meélo byt spiSe provedeno sadou
experimentl, ve kterych by se v reakéni smési postupné zvySovala koncentrace vzdy jedné
testované slozky. Ja se dle poskytnutych vysledkli nemohu ztotoznit s nazorem, ze za
nespecifické §tépeni pravdépodobné neni zodpoveédna bilkovina Dicer sama o sobé. V piipadé
potvrzeni takové hypotézy by pozorované zvyseni aktivity a mozna i zména specifity Dicer® po
pfidani inhibitoru ribonukleaz z lidské placenty, kterym ziejmé je RiboLock ™, bylo samo o sobé&
asi nejzajimavéjsim vysledkem celé prace. Testovali jste vazbu RiboLock™ na Dicer? Prosim o
komentaf se zahrnutim piipadnych neuvedenych dat, jsou-li k dispozici.

Na obrazcich €. 15, 16 a 18 je vidét prouzek o vyssi molekulové hmotnosti nez je $t€pend RNA.
Jedna se o zbytek amplifikované DNA? Prosim o komentar.

Celkovy vysledek prace ukazujici, e Dicer® a Dicer® se mozné neli§i ve svych schopnostech
Stépit pre-miRNA a dsRNA je zajimavy. Autorka tento vysledek spravné posuzuje a diskutuje.
Myslim vSak, ze pro konecné rozhodnuti je tfeba pfipravit obé bilkoviny pokud mozno bez
faznich privéskl na obou koncich a zaroven pokusit se provést tyto experimenty v nepiitomnosti
nespecifickych inhibitort ribonukleaz.

Zavérem lze fici, ze autorka zfejmé provedla velké mnozstvi kvalitni experimentalni prace. K
vlastnimu sepsdni mam drobné vyhrady. Ocenil bych, kdyby pti obhajobé autorka uvedla stru¢ny
seznam hlavnich vysledki, které provadéla v mezich moznosti samostatné. Tedy, které DNA
vektory a rekombinantni bakuloviry konstruovala sama; které z hlavnich purifikaci a méfeni
provadela sama nebo jim byla aktivné pritomna atd.

S potéSenim uzaviram, Ze piedloZena prace v dostate¢né mife spliiuje ndroky kladené na préci
diplomovou, a doporucuji, aby byla ptijata k obhajobé.

V Riéanech, 4. Cervna 2016 RNDr. Martin Pospisek, Ph.D.



