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Posudek diserta¢ni prace Mgr. Martina Prevorovského

»CSL proteins of Schizosaccharomyces pombe*

Disertatni prace Mgr. Martina Pievorovského je zalozena celkem na tfech tzv. prvoautorovych
védeckych ¢&lancich - dva &lanky jiz byly zvefejnény a jeden je v recenznim fizeni. M. Pfevorovsky je déle
prvnim autorem jedné metodické publikace. Z vySe uvedeného vyctu je ziejmé, Ze autor disertace je schopen
efektivni a kvalitni laboratorni prace a vlastni obhajoba disertace je tak do jisté miry formélni zélezitosti. Pfesto
se pokusim predkladanou préaci v nékolika nasledujicich odstavcich zhodnotit.

Diserta¢ni prace je ¢lenéna ,klasickym® zptisobem na literarni ivod, metody, vysledky, diskusi a zaveér.
Text je psan velmi dobrou a jasnou angli¢tinou, po formalni strdnce mu nelze nic vytknout. Jako vychozi bod
svého vyzkumu autofi publikaci provedli vyhledavaci analyzu dostupnych vefejnych databdzi a
“zrekonstruovali* rodinu proteinti CSL u kvasinek a hub. Ziskané tidaje pak byly vychozim bodem pro vlastni
experimenty. Autor prace vyklonoval dva homologni geny kddujici proteiny rodiny CSL (geny cbf1! a cbf12) u
kvasinky S. pombe, ptipravil ,tagované* varianty ptislusnych proteinii a pomoci kvantitativni RT-PCR urgil
expresnich profily genl cbf1! a chfi2 v pribéhu ristu. M. Prevorovsky pouzil Sirokou $kdlu molekularné
biologickych metodik, které jsou typické pifi pouziti kvasinek jako modelového organismu, a to zejména
techniky tzv. knockoutu a knockinu®. U mutantnich kmenti s inaktivovanymi geny cbf11 a cbf12 stanovil rtizné
typy ristovych a fyziologickych parametri. Pro detailni objasnéni biologické funkce studovanych proteinii se
autor disertace pokusil identifikovat interakéni partnery obou proteinli, a to nejprve kvasinkovym
dvojhybridnim systémem a déle pak tzv. tandemovou afinitni purifikaci (TAP). V zavéru experimentalni ¢asti
préace jsou uvedeny vysledky expresniho profilovéni kvasinek pomoci DNA ¢&ipl. Zde bych si dovolil jednu

kritickou pozndmku. Pres velké mnozstvi pouzitych technik jsou celkové pozitivni vysledky relativné skrovné.

toxicitu nebo pfitomnost transaktivaéni domény u ,,ndvnady* v dvojhybridnim systému, malo efektivni izolaci
proteinovych komplexi TAP sytémem), misto aby tento problém vyfesil (pouzil pouze Easti proteind
v dvojhybridnim systému, vyuZil jinych typl tzv. tagi pro TAP), danou metodiku ,,opustil* a zagal se v&énovat
jiné ¢asti projektu. Divodem tohoto zdénlivého ,,nedotahovéani“ vysledki bylo patrn& ¢asové omezeni, které pro
vypracovani disertace existuje. Nicméné rychlost a G¢innost feSeni metodickych komplikaci je rozhodujici pro
Uspé8né zavrdeni a publikovéani kvalitni védecké prace. Ta je pak méfitkem usp&Snosti a perspektivnosti

kazdého jedince, ktery se odhodlal vstoupit na védeckou drahu.
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K vlastnimu obsahu disertace mam tyto dotazy a komentare:

(1) Z vysledkid pokusti ,,EMSA* autor vyvozuje zaveér, Ze protein Cbfl2 je patrn& diky fosforylaci na
N-konci molekuly neschopen vazby na DNA. To je nepravdépodobné, protoZe [a] rekombinantni (a patrné i
nemodifikovany) protein produkovany v E. coli rovné€z neinteraguje s DNA sondou; [b] ektopicky exprimovany
Cbfl2 transaktivuje transkripci (viz citované reportérové pokusy a artificidlni aktivace v dvojhybridnim
systému). Jako pravdépodobné&jsi se mi jevi moznost, Ze se autorim prace nepodafilo zvolenym izola&nim
postupem extrahovat nativni protein ze zdrojovych buné€k. Byla u€innost extrakce povéfena western blottingem,
popfipad€ pokusil se autor provést EMSA s proteiny pfipravenymi p¥imo pfekladem in vitro z odpovidajici
mRNA (napfiklad s vyuzitim kitu TNT od firmy Promega)?

(2) Ze sily signalu emitovaného znafenym oligonukleotidem zachycenym v komplexu s proteinem pfi
metodé EMSA je nemoZné pifimo vyvodit u€innost vazby studovaného proteinu na jednotlivé typy
oligonukleotidovych sond (koncentrace znafenych v.s. neznagenych sond vétSinou neni ve vzorku stanovena).
Takové tvrzeni by vyzadovalo sledovani kinetiky vazby proteinu na konkrétni sondu a vzdjemné porovnani této
kinetiky u riznych sond. I kdyZ vysledky pokusti EMSA jsou pomé&rné& pfesv&dEivé, pokusili se autofi potvrdit
specificitu proteinu v komplexu s DNA sondou pomoci tzv. supershiftu s vyuzitim vhodné protilatky? Pro
kompletni vysledek by bylo rovnéz presvédCivéjsi do pokusu zafadit vzorky obsahujici rdzna (stoupajici)
mnozstvi neznaCené sondy s mutovanym vazebnym motivem.

(3) Kvalita vysledku expresniho profilovéani je ovlivnéna malym mnozstvim pouzitych &ipti, pfesto
autor s uvedenymi vysledky pracuje a rovnéz je diskutuje. Nebylo mozné navrhnout v&t§i mnoZstvi primert
(naptiklad pro detekci vSech genli kédujicich transkripéni faktory S. pombe) a analyzu genové exprese u

v

,»divokych® a mutantnich kment provést pomoci kvantitativni RT-PCR a ziskat tak spolehliv&jsi data?

Celkové hodnotim disertani praci Mgr. Martina P¥evorovského jako velmi dobrou a doporuduji ji

k obhajob& ve studijnim programu Fyziologie Zivo&ichil. Autorovi pak pfeji mnoho tsp&chli pracovnich i

zivotnich.
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