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Posudok na diplomovu pracu: Posttranslational modifications affecting function of
nuclear localization signal

Predlozena diplomova praca Erika Sebrleho bola vypracované pod vedenim $kolitela
Radka Sedlagka a konzultanta Slava Kinského na Ustave molekularnej Genetiky v spolupraci s
laboratériom Prof. Forejta. Témou diplomovej prace je malo znamy protein FMR1NB a jeho
dynamika v ramci réznych bunkovych $truktdr. Gén pre tento protein sa nachadza v Hstx lokuse
na chromoséme X, ktory je zodpovedny za hybridn( sterilitu. Preto primarnym ciefom projektu
bola priprava mysi s deléciou Fmrinb génu a nasledna fenotypizacia mysi s hlavnym ohladom
na spermatogenézu a sterilitu u mysi. Génovy knock-out prekvapivo nejavil Zziadne odchylky oproti
kontrolnym mysiam, zatial ¢o nahodna mutécia dvoch aminokyselin na zaciatku proteinu viedla
k fenotypovym prejavom ako u samcov tak i u samic. Zatial €o normalny FMR1NB protein je
lokalizovany v cytoplazme, substituéna mutécia prolinu a serinu za leucin a kyselinu glutamovu
na zadiatku proteinu vedie k lokalizacii do jadra. Vzhladom k tomu Ze kyselina glutamova sa
svojou Strukturou podoba fosforylovanému serinu, bola navrhnuta teéria, Ze fosforylacia serinu
na N-terminalnom konci proteinu by mohla viest k regulacii jadrového lokalizaéného signélu a k
naslednému transportu do jadra.

Erik sa vo svojej diplomovej praci pokusil dokazat tito hypotézu. Za tymto ucelom urobil
in silico analyzu ludského a mysacieho FMR1NB proteinu a identifikoval dva teoretické NLS
signaly — jeden nachadzajlici sa v N-terminalnej ¢asti v blizkosti spominanej mutacie a druhy na
C-terminalnom konci. Na zaklade in silico analyz zaroven potvrdil, Ze serin nachadzajici sa v
blizkosti N-terminalneho NLS je s vysokou pravdepodobnostou fosforylovany. Nasledne pripravil
sériu mutantov FMR1NB proteinu kde nahradil N-terminélny serin réznymi aminokyselinami
napodobriujiicimi jeho fosforylovani formu alebo aminokyselinami, ktoré nemézu byt
fosforylované. V zavere sa Erik presunul na my$i model a testoval komeréne dostupné protilatky
a moznosti ich pouzitia pri identifikacii FMR1NB proteinu v semmenikoch a vaje¢nikoch u mysi
rozneho veku.

Za najvacsi prinos Erikovej prace povazujem identifikaciu NLS signalu v C-terminalnej
¢asti FMR1NB proteinu. Erik dokazal, Ze delécia tohto signalu blokuje transport proteinu do jadra
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nezavisle na mutaciach v N-terminalnej asti. Co sa tyka lokalizacie réznych mutantov do jadra,
Erik ukazal, Ze vymena serinu za asparagin, rovnako ako vymena za alanin vedu k lokalizacii do
jadra, ¢o naznaduje, ze fosforylacia samo o sebe nie je dostatoéna na regulaciu lokalizacie
FMR1NB proteinu. To je podporené dal$im vysledkom, kde mutant s kyselinou glutamovou nie
je lokalizovany do jadra. To je v kontraste k predbeZznym vysledkom, kde ukazali Ze mutacia
pévodnych dvoch aminokyselin prolinu a serinu na leucin a kyselinu glutamovu vedie k lokaliz&cii
do jadra. Z tohto dévodu je pravdepodobné, Ze lokalizacia do jadra je podmienena viacerimi
aminokyselinami, ktoré mézu spolu tvorit' novy, doteraz nepopisany NLS signal a ten mozZe byt
Ciastoéne regulovany fosforylaciou serinu.

Po formalnej stranke je praca vypracovana Standardnym spésobom. Prehlad literattry a
material a metddy su popisane podrobne a prehladne. Rovnako dobre st definované a popisané
ciele prace. V diskusii sa mohol Erik trochu viac odviazat a rozvinat rézne hypotézy, ktoré vyvstali
z jeho prace a popisat nasledovné smerovanie projektu. Ocefiujem, ze praca bola pisana po
Anglicky, no do budicna by si mal dat Erik pozor na preklepy v texte a obfasné nestastné
formulacie v Angli¢tine. Velky doéraz by mal dat' na obrazky v publikaciach. Ide o hlavny vystup
prace, a nekvalitné obrazky, pripadne umelé natahovanie obrazkov, ktoré nezachovava pomer
stran znizuje kvalitu a déveryhodnost vysledkov. Tieto chyby v8ak nie si nijak dominantné a
spominam ich len ako radu do budutcna.

Diplomova préaca Erika Sebrleho je jeho prvym pokusom o vedecku publikaciu. Ako taka
ma svoje chybycky krasy ale v ramci noriem splfiuje podmienky pre tspesnu obhajobu. V prvom
rade, Erik preukazal svoju schopnost pracovat s literatirou a extrahovat z nej potrebné
informéacie. Zaroveri poc¢as $tldia zvladdol zékladny balik molekularno-genetickych a
biochemickych technik a bol schopny dosiahnuté vysledky rozumne popisat. Preto mi neostava
ni¢ iné, nez jeho diplomovu pracu odporucit k obhajobe a popriat mu pevné nervy a vela stastia
pri budtcich experimentoch.

V Abu Dhabi, dna 2.6.2016

\
Tomas Venit, PhD.
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K praci mam nasledujluce otazky:

A

Na zaklade WB z prace, FMR1NB je pomerne maly protein a ma len nie¢o medzi 15 a 25
kDa. V lUvodnej &asti Erik spomina, Ze proteiny do velkosti priblizne 60 kDa su schopne
difuzne prechadzat do jadra bez potreby NLS signalu. Ako by si vysvetlil nutnost NLS u
tak malého proteinu?

V navaznosti na predosit otazku, fuzia FMR1NB s GFP zva&si jeho molekulovld hmotnost
dvojnasobne a preto mdze byt jeho dynamika Uplne odlisna oproti samostatnému
FMR1NB proteinu. Skusili ste exprimovat FMR1NB protein fuzovany s nejakym mensim
epitopom ako napriklad V5 alebo His-tag a sledovat translokaciu do jadra pomocou
protilatok?

Z obrazkov na stranach 51 a 52 je ocividné, Ze okrem lokalizacie do jadra sa mutovany
FMR1NB protein nachadza hlavne v jadierku. Viete si nejak vysvetlit tuto lokalizaciu?
Mohol by FMR1NB slizit ako nejaky transkripény faktor pri RNA Pol | transkripcii?

Aky je rozdiel medzi fudskym a mySacim FMR1NB proteinom a ake epitopy rozoznavajd
protilatky, ktoré ste pouZili?

Predlozené vysledky jasne nepotvrdzuju ani nevyvracaju funkciu N-terminalnej €asti pri
regulacii importu do jadra. Rozmyslali ste nad mozZnostou, Ze N-terminalna Cast méze
naopak sluzit pri exporte z bunkového jadra? Hypoteticky je mozné, Zze objaveny C-
terminalny NLS zabezpecuje transport do jadra, zatial €o signal na N-terminalnom konci
zabezpectuje export do cytoplazmy. Mutacie na N-konci, ktoré by blokovali export proteinu
by zakonite viedli k nerovnovahe a hromadeniu FMR1NB v jadre, ktory by bolo mozné
detekovat. Skusali ste napriklad blokovat jadrovy export a sledovat lokalizaciu
normalneho FMR1NB proteinu?



