Oponentsky posudek dizertacni prace ing. Michala Pohludka: "Functional genomics of
nuclear hormone receptors and their cofactors: Connection between metabolism and
development by diversified nematode nuclear hormone receptors."

Piedlozena dizertaéni prace ptinasi vysledky dvou studii zaméfenych na hlubsi
porozuméni funkce genu nhr-40 a genu nhr-60. Tyto geny jsou na zdkladé bioinformatickych
dat klasifikovany jako geny pro jaderné receptory C. elegans. Prace vyuziva hojné
proteomickou analyzu.

Piedlozena dizertace spliiuje formdlni kriteria. Je psana dobrou angliétinou a je
ptehlednd. Ma celkem 86 stran, 19 obrazki a 3 tabulky. Formalné je délena do kapitol avodu,
metod, vysledkl, diskuse a zdvéru, pri¢emz ty jsou operativné déleny dle studovaného genu.
V samotném zacatku prace jsou uvedeny cile prace a pouZita strategie feSeni. Na zavér prace
jsou uvedeny tabulky, jakoz i vlastni publikace a prezentace Michala Pohludky. Vedle
publikaci zpracovanych v dizertaci je ing. Michal Pohludek spoluautorem i dalsich
impaktovanych publikaci.

Hlavni ¢asti dizertace je proteomickd studie porovnavajici celkové proteomy
kontrolnich larev s proteomem larev nesoucich mutaci ve studovaném genu nhr-40. Tato ¢ast
préce je dovedena do dobrého stavu propracovani. Proteomicka analyza identifikuje
metabolismus jako hlavni pravdépodobny cil ztraty funkece genu (metabolicky fenotyp) a
manipulace s metabolizmem formou sniZovani teploty nebo sniZenym pfisunem potravy
skuteéné zvySuje disledky ztraty funkce studovaného genu. Z price vyplyva, ze komparativni
proteomika je dostate¢né sensitivnim pfistupem ve studiu funkce gent.

Druha studie. ve které jde o charakterizaci genu nhr-60, je rovnéZ ¢asteéné
proteomické a ukazuje zajimavy rozdil mezi charakterizaci genu nhr-60 na tirovni transkriptu
a na arovni proteinu. Tento receptor se vymyka béZnym pfedstavam jiZ svou intracelularni
lokalizaci. Je totiz lokalizovan pfevazné na jaderné periferii, coZ je lokalizace pro transkripéni
factor nezvykla a pro jaderny receptor, pokud je mi znamo, také. I na proteinové tirovni
vykazuje jaderny receptor NHR-60 zvlaStnost. Je asi o 14 kDa vétsi nez lze odvodit z jeho
transkriptu. Protein o oéekavané velikosti Ize detegovat jen pfi pouziti velkého mnozstvi
vychoziho materidlu. To by pravdépodobné nasvédéovalo tomu, Ze protein je rozsahle a
efektivné posttranslatné modifikovan. Na této trovni je vSak studie ukonéena, aniz by
prinesla vysledky, které by posttranslaéni modifikaci potvrdily a bliZe ji charakterizovaly.

Mam na Michala Pohludka né&kolik otazek a (zcela formalnich) pfipominek:

e Je NHR-60 transkripéni aktivator nebo represor? Co soudite o jeho intracelularni
lokalizaci? Je NHR-60 detegovan v oblasti euchromatinu? V jadérku?

o Protilatka, ktera byla pouzita k detekci NHR-60 rozpoznava jak modifikovanou, tak
nemodifikovanou formu NHR-60. Pokusil jste se o immunoprecipitaci NHR-60 a jeho
charakterizaci hmotnostni spektrometrii?




o Jste sijisty, Ze se nejednd o daldi imunochemicky piibuzny protein a Ze jde skuteéné o
novou formu jaderného receptoru?

e Meéni se uroven modifikovaného a nemodifikovaného NHR-60 v zavislosti na pfijmu
potravy?

e Psani velkych a malych pismen v seznamu zkratek neni plné ujednoceno, pro danou
zkratku jsou pouzivany i jiné nazvy.

e Seznam obrazkii na konci prace je zbytec¢ny.
Zavérem: Jednd se o kvalitni, ideové a metodicky naroénou dizertacni praci. Zavéry prace
jsou dobfe podloZeny provedenymi experimenty, ziskanymi vysledky a jejich interpretace ma

také dobrou uroveri. Praci doporucuji k obhajobé a v piipadeé jeji tispésné obhajoby
doporucuji, aby ing.-Michalu Pohludkovi byl dle platnych pfedpisti udélen titul PhD.
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