Posudek oponenta na dizerta¢ni praci Mgr. Klary Frydryskové: Noncanonical human elF4Es in and
out of the RNA granules.

Klara Frydryskova odevzdala tzv. plnotextovy spis dizerta¢ni prace, jehoz ptilohou jsou dvé ptivodni
prace publikované v mezinarodnich impaktovanych casopisech (BMC Molecular Biology a Molecular
Genetics, se souhrnnym IF ~5,5) a manuskript piehledného ¢lanku (review) v ¢asopise WIREs RNA
(Wiley online library; IF 4,9), zaslany k recenzi.

Spis o rozsahu 197 stran Cistého textu (bez ptiloh), napsany v anglickém jazyce, obsahuje rozsahly
literarni prehled (35 stran), podrobny seznam pouzitého materidlu a metod (17 stran), kompletni
soupis dosazenych vysledkt, véetné negativnich (70 stran), velmi obsahlou diskuzi (22 stran). Autorka
cituje uctyhodnych 297 ¢lankd, vesmes piivodnich praci. Vysledky jsou dokumentovany 52
povétsinou slozenymi komplexnimi obrazky.

Vsechny tfi pfiloZzené Clanky se vztahuji k tématu dizertace, pti¢emz reprezentuji védecky zajem
laboratote Skolitele — regulaci iniciace translace. Klara FrydrySkova méla vyznamny podil na veskeré
experimentalni praci, jiz jsou publikace podlozeny, cemuz odpovida skutecnost, ze je prvnim autorem
¢lanku publikovaného v BMC Mol. Biol. a v pfiloZeném manuskriptu, a druhym autorem ¢lanku v
Mol. Genet. Genomics..

Oceiiuji rozsah experimentalni prace, kterou autorka odvedla, zejména pak nesmirné ¢asoveé naro¢na
mikroskopicka pozorovani. Ocenuji rovnéz rozsah a hloubku diskuze, byt osobné si myslim, Ze je
prehlednéjsi, kdyz ziskana data jsou diskutovana bezprostiedné ve vysledkové ¢asti textu.

V neposledni fad€, ocenuji rovnéz abstrakt v ¢esting, ktery je reformulaci, nikoliv jen otrockym
prekladem jeho anglické verze.

Oba publikované ¢lanky prosly recenznim fizenim, coz je diivod, pro¢ se oponent obvykle zdrzuje
jejich dalsiho hodnoceni. Dodrzim toto pravidlo.

Spis je napsan v anglickém jazyce. Chapu motivaci, se kterou si tento pro biologii univerzalni jazyk
autorka zvolila, ale nejsem si jist tim, Ze zvolila dobfe.

Domnivam se rovnéz, Ze zaznamenat je tieba - a ocenit - i fakt, ze Klara Frydryskova v pribéhu trvani
doktorandského studia povila a vychovava dvé déti. Je obdivuhodné, Ze i takto vytizena (a
znevyhodnéna) byla schopna systematické a smysluplné experimentalni prace, a ziskat publikovatelné
vysledky.

Zaveérec¢né konstatovani

Dizerta¢ni prace a publikace, o které se opira, spliuji odborné i formalni pozadavky kladené na
doktorskou dizertacni praci. Uchazecka publikovala dva ¢lanky, jeden prvoautorsky, sepsala
plnotextovou dizertacni préci provazejici ctenare jeji kompletni experimentalni praci, a tfebaze po
strance formalni a jazykové k ni mam fadu vyhrad, konstatuji, Ze Klara FrydrySkova ziskala mnozstvi
dat, ktera adekvatn¢ interpretovala a informované diskutovala. Splnila v§echny nalezitosti pozadované
dle §47, odst. 4 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/1998 Sb., kdyZ prokazala schopnost a pfipravenost
k samostatné ¢innosti v oblasti vyzkumu nebo vyvoje, a dizertacni prace obsahuje ptivodni a jiz
uvefejnéné vysledky. Doporucuji proto, aby prace byla piijata k obhajob¢ a stala se podkladem pro
udélenti titulu Ph.D.

V Praze, dne 26.1.2020 Doc. RNDr. FrantiSek Ptta, CSc.



Otazky

1. Metodou co-imunoprecipitace a naslednou MS analyzou precipitatu jste coby interak¢ni partnery
elF4E2 nalezla a jako prvni v potadi uvadite receptor inzulinu a skupinu proteini s nim (logicky)
spojenych. Uméla byste formulovat hypotézu propojeni receptor inzulinu s elF4E2?

2. Na str. 53 uvadite, Ze gelové elektroforézy DNA byly provadény za mérého napéti 1-8V/cm®.
Muizete vysvetlit, jak jste napéti nastavovala?

3. K obrazku 23 (str. 82 dizertace) resp. 9 (str. 14 ¢lanku v BMC) mam otazku na autorstvi.
V publikaci, je KF uvedena jako autor fady prezentovanych vysledkt a ¢innosti, nikoliv v§ak
imunoprecipitace.

Formalni pochybeni a moje poznamky k nim:

Dovolim si komentaf k argumentaci vztahujicimu se k obrazku 23 (str. 82 dizertace) resp. 9 (str. 14
pfislusného clanku). Obrazek je nadepsan: ,,Control immunoprecipitation does not reveal any non-
specific interaction between GFP and PABP or elF4G*, a ma prokazovat, ze v ptfedchozich
experimentech neni vizualizace interakci uvedenych proteinti zatizena jejich nespecifickymi
interakcemi. Nemohu si pomoci, ale negativni vysledek (imunoprecipitace) nemtize byt dikazem, Ze
nedochazi nespecifické vazbe proteinli pii vizualizaci protilatkami, nebot” pii imunoprecipitaci jsou
preci jen jiné podminky, a nelze rovnéz vyloucit, ze imunoprecipitace byla jednoduse nezdaiena!

Western blot (Fig. 24, str. 83) je technicky nepovedeny; neni jisté, zda je/neni protein exprimovan
za neindukujicich podminek kultivace nebo jen jednotlivé vzorky pretekly mezi jamkami.

Mvowe

U tady western blotd chybi markery molekulové hmotnosti. Chybi rovnéz Sipky ukazujici na proteiny
zajmu i popisu (50 a jinde).

U tfady mikroskopickych snimkii chybi métitko, napt. Fig. 9, Fig. 10. Jednotlivé snimky v obrazku 15
jsou prili§ malé, v publikaci je to mozné odiivodnit Gisporou mista, zde nikoli.

Obrazky 34, 48 a jinymi autorka dokumentuje své pokusy o koimunoprecipitaci. Obavam se, Ze bez
uvedeni nanasek v % objemu jednotlivych vzorkd, tyto mnoho o pomérech IP nevypovidaji.

Autorka na str. 83 uvadi: ,,We used commercially available U20S Flip IN system and followed
manufacturer’s protocol®, ocekaval bych, ze uvede alespon schéma plasmidu/vektoru.

Pub1, nikoli Pub-1, je platna zkratka pro Nuclear and cytoplasmic polyadenylated RNA-binding
protein (21)

Na stran€ 66 je pii popisu postupu uplatnéni stresu na dva typy bun€k pouzito copy-paste textu. Stejné
tak jsou kopirovany popisy k obrazkim, napt. obr. 27/28, obr. 47/48/49. Ve druhém ptipad¢ tak doslo
k faktické chybé. Neni to hezké a nemélo by tomu tak byt.

Pouzita jsou vyjadieni, kterd do odborného textu nepatii, napf. : ,,I am not a big fan of...* (88), ,, ... as
a first man in our laboratory* (100), ,,...became a rock star* (105), a asi i ,,... we were naturally
curious (154 a jinde). Do odborného textu stejné také nepatii informace, od ¢eho a pro¢ byly
odvozeny nazvy kmeni/linie bunék (106 a jinde).

V literarnim piehledu je naduZzivano ,,for details see ...“. V ¢lanku je to jisté vhodné k zestrucnéni
textu, v plnotextové dizertaci, myslim, nikoli, a neni k tomu dtivod.

Neobvyklé (a domnivam se, Ze formalné i nespravné) je umisténi nadpisti nad obrazky a textu pod
nimi. Rovnéz tak neni vhodné pouZivat citaci jako podmét véty (21).



V textu se vyskytuji pieklepy, svédéici o nepozornosti autorky ¢i nedislednosti, nebot’ je odhali i
automaticky spell-check, napt. nucelotide (26), protheosynthesis (34), aj.

V textu obcas chybi tecky a carky, ¢arky jsou ne vzdy spravné pouZity.

Odkazy na obrazky autorka pfipojuje na konec véty bez carky ¢i zavorek (145 a jinde).

......

4E1 pouziva jak elF4E1, tak 4E1).

V textu je pouzito slangovych vyrazt, chybnych a pfipadné ponékud zkratkovitych vyjadieni: ,,under
normal condition...“(126), ,,large amount of proteins found in the MS analysis...*, ve smyslu ,,number
of proteins® (155), ,,reverse* ve smyslu ,,inverse (127), ,,quickly boiled” ve smyslu ,,shortly
boiled*“(53); ,,un-translating* resp. ,,un-phosphorylated je neobvyklg.

Cleny v anglickém textu jsou vzdy pro Cecha obtiznym ofiskem a nedovolim si kritizovat, nicméné
upozoriuji na o¢ividnou nekonzistenci v nazvech dvou po sob¢ jdoucich kapitol: ,,Cultivation of the
bacterial strains“ a ,,Cultivation of mammalian cell lines* (50).

Rada vét je zbyteéné komplikovanych, chybi v nich slova, vyjadieni jsou zkratkovita &i maji
nespravny slovosled, coz nezanedbatelné prispiva k obtiznosti ¢teni textu, vybiram:

,» The target plasmid mCherry-C1 was cut with the same set of restriction enzymes and the final
products mCherry-4E1_1, mCherry-4E2 A, mCherry-4E3 A were ligated* (85).

,PEI was preferentially used for the transfection of 100 mm dishes* (123).

In the tube A 30 pl of PEI was mixed with 225 pl of Optimem medium (Gibco), in the tube B 10 pg of
plasmid DNA was mixed with 225 pl of Optimem medium, then tube A was added to the tube B,
shortly vortex-mixed, incubated at RT for 25 min and then dropwise added to the cells.

,» Lhis figure is a summary of several independent GFP traps performed in GFP-4E2 A stably
expressing cell line. (123)

,Fig. 27 shows two 4Es in mCherry and GFP fusion in stress-free conditions in a cell* (85).
»RNA samples from Fig. 51were reverse transcribed to cDNA...* (125)

»--.1 got an array of cloned h4Es into both the GFP and ds RED fusion by my colleague Katefina
Borcin. Unfortunately, when I sequenced them, I found mutations in some of them that were
subsequently repaired in cooperation ...

,Following a 40-min-long exposure to ImM sodium arsenite of the U20S cell line, ectopically-
expressed elF4E2 co-localized ...“ (75).

,»Whereas the dinucleotide triphosphate cap analogues (m7GpppG, m7GpppA and m7GpppC) are
bound by 4E2 approximately 30 fold weakly in comparison with 4E1 and finally the decrease for
m7GMP is only 10 fold“ (35).

DmelF4E8 may be either negative regulator of translation or simply non-functional protein because it
is unable to bind 4G or 4E-BP or complement growth of yeast mutant lacking functional 4E and its
ability to bind the cap is limited due to series of substitutions in the cap-binding residues.



