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ooCSL proteins of Schizosaccharomyces pombe*

Disertační práce Mgr. Martina Převorovského je za|ožena celkem na třech tzv. prvoautorových

vědeclcých článcích - dva články jiŽ by|y zveřejněny a jeden je v recenznim Íizení' M. Převorovslcý je dále

prvním autorem jedné metodické publikace. Zýše uvedeného ýčtu je zšejmé, že autor disertace je schopen

efektivní a kvalitní laboratorní práce a vlastní obhajoba disertace je tak do jisté míry formální zá|ežitosti. Přesto

se pokusím předkládanou práci v několika následujících odstavcích zhodnotit.

Disertační práce je členěna,J<lasichým.o způsobem na literiírní úvod, metody, rnýsledky, diskusi azávér'

Text je psián velmi dobrou a jasnou angliětinou, po formální stránce mu nelze nic vytknout. Jako ýchozibod

svého v.ýzkumu autoři publikací provedli vyhledávací ana|ýzu dostupných veřejných databázi a
..zrekonstruova1i..rodinu proteinů CSL u kvasinek a hub. Získané údaje pak byly výchozím bodem pro vlastní

experimenty' Autor práce vyklonoval dva homologní geny kódující proteiny rodiny CSL (geny cbfl 1 a cbfl2) u

kvasinky S. pombe, připravil ,,tagované.o varianty příslušných proteinů a pomocí kvantitativní RT-PCR určil

expresních profily gen:ů cbfl I a cbfl2 v průběhu růstu. M. Převorovshý použil širokou škálu molekulámě

biologiclcých metodik, které jsou typické při použití kvasinek jako modelového organismu' a to zejména

techniky tzv. knockoutu a knockinu... U mutantních kmenů s inaktivovanými geny cbflI a cbf12 stanovil různé

typy růstoých a fyziologických parametru. Pro detailní objasnění biologické funkce studovaných proteinů se

autor disertace pokusil identifikovat interakční partnery obou proteinů' a to nejprve kvasinkovým

dvojhybridním systémem a dále pak tzv' tandemovou afinitní purifikací (TAP). V závěru experimentální črásti

práce jsou uvedeny vysledky expresního profilování kvasinek pomocí DNA čipů. Zde bych si dovolil jednu

kitickou poznámku. Přes velké mnoŽství použiých technik jsou celkové pozitivní výsledky relativně skrovné.

Čtenař disertace tak postupně získává dojem, Že pokud autor narazil na sloŽitější metodiclcý problém (např.

toxicitu nebo přítomnost transakÍivační domény u ,,návnady.. v dvojhybridním systému, málo efektivní izo|aci

proteinoých komplexů TAP sytémem), místo aby tento problém vyřešil (pouŽil pouze čiísti proteinů

v dvojhybridním systému, využil jiných typů tzv. tagů pro TAP), danou metodiku ,,opustil.. a zaěa| se věnovat

jiné části projektu' Důvodem tohoto zdánlivého ,,nedotahování..ýsledků bylo patmě časové omezení' které pro

vypracoviání disertace existuje. Nicméně rychlost a účinnost řešení metodickych komplikací je rozhodující pro

úspěšné završení a publikovaní kvalitní vědecké práce. Ta je pak měřítkem úspěšnosti a perspektivnosti

každého jedince, kÍeý se odhodlal vstoupit na vědeckou dráhu.
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K vlastnímu obsahu disertace mám tvto dotaw a komentáře:

(1) Z ýsledků pokusů,,EMSA.. autor vyvozuje závěr, že protein Cbtl2je patrně díky fosforylaci na

N-konci molekuly neschopen vazby na DNA. To je nepravděpodobné' protože [a] rekombinantní (a patrně i

nemodifikovaný) protein produkovaný v E. coli rovněž neinteraguje s DNA sondou; [b] ektopicky exprimovaný

Cbf12 transaktivuje transkripci (viz citované reportérové pokusy a artificiální aktivace v dvojhybridním

systému). Jako pravděpodobnější se mi jeví možnost, že se autorům práce nepodařilo zvoleným izolačním

postupem extrahovat nativní protein ze zdtojoých buněk' Byla účinnost extrakce pověřena westem blottingem,

popřípadě pokusil se autor provést EMSA s proteiny připravenými přímo překladem in vitro z odpovídající

mRNA (například s využitím kitu TNT od firmy Promega)?

(2) Ze síly signálu emitovaného značeným olígonukleotidem zachyceným v komplexu s proteinem při

metodě EMSA je nemožné přímo vyvodit účinnost vazby studovaného proteinu na jednotlivé typy

oligonukleotidových sond (koncentrace značených v.s. neznačených sond většinou není ve vzorku stanovena).

Takové Nrzení by vyžadovalo sledování kinetiky vazby proteinu na konkrétrrí sondu a vzájemné porovnání této

kinetiky u ruzných sond' I když výsledky pokusů EMSA jsou poměrně přesvědčivé, pokusili se autoři potvrdit

specificitu proteinu v komplexu s DNA sondou pomocí tzv' supershiftu s lyužitím vhodné protilátky? Pro

kompletní ýsledek by byio rovněŽ přesvědčivější do pokusu zařadit vzorky obsahující ruzná (stoupající)

množství neznačené sondy s mutovaným vazebnýmmotivem.

(3) Kvalita výsledku expresního proťrlování je ovlivněna malým množstvím použiých čipů, přesto

autor s uvedenými ýsledky pracuje a rovněž je diskutuje. Nebylo možné navrhnout větší množství primerů

(například pro detekci všech genů kódujících transkripční faktory S. pombe) a ana|ýzu genové exprese u

,,divokých.. a mutantních kmenů provést pomocí kvantitativní RT-PCR a ziskat tak spolehlivější data?

Celkově hodnotím disertační práci Mgr. Martina Převorovského jako velmi dobrou a doporučuji ji

k obhajobě ve studijním programu Fyziologie živočichů. Autorovi pak přeji mnoho úspěchů pracovních i

životních.
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