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Oponentsky posudek dizerta¢ni prace Mgr. Ondieje Gahury

Ondfej Gahura se ve své dizertani praci ,,Regulace sestfihu pre-mRNA v S. cerevisiae:
kooperace RNA a proteini* zabyva dvéma zakladnimi tématy: 1. Funkci Prp45 v pre-mRNA
sestfihu a 2. Roli sekundéarni struktury pfi rozpoznani 3¢ sestfihového mista. Prace je pséna
velmi dobrou angli¢tinou a v tvodu autor ¢tenare prehledné seznamuje s mechanismem pre-
mRNA sestfihu a déale se zaméfuje na kvasinkovy protein Prp45 a jeho homology a na roli
sekundérnich struktur RNA v pre-mRNA sestiihu. Jako modelovy organismum Oniej Gahura
pouziva vyhradné S. cerevisiae a to 1 v ptipadé, kdy testuje funkci nékterych homologii Prp45
(napf. lidského ¢i rostliného), kterymi se snazi komplementovat depleci kvasinkového Prp45.
V praci jsou plné vyuzity vyhody modelového systému, kdy genetické ,,screeny” jsou
dopliiovany molekuldrné biologickou a biochemickou analyzou sestfihované RNA a
sestiihovych komplexd. Jen mé jako bunénému biologovi chybi analyza ditribuce
sestithovych faktort a zvlasté Prp22 u kmenu prp45(1-169). Je mozné, Ze u tohoto kmene
dochazi k relokalizaci Prp22 do cytoplasmy?

Vysledkove je prace zalozena prevazné na dvou publikacich Gahura et al. (2009) J
Cell Biochem. 106(1):139-51 a Gahura et al. (2011) Nucleic Acids Res. 39(22):9759-67. Ob¢
prace maji velmi dobrou védeckou troven a dizerta¢ni prace zaloZend jen na jedné z téchto
praci by byla bez problémi obhajitelnd. V prvni ¢asti se Ondfej Gahura vénuje analyze
kvasinkového kmenu, ktery exprimuje zkracenou verzi Prp45 - prp45(1-169). Tento kmen
vykazuje snizenou viabilitu pfi zvySené teploté. Autor s timto kmenem provedl rozsahlou
genetickou analyzu, pfi které nalezl n€kolik mutaci, které jsou synteticky letalni s prp45(1-
169). Jednim z mutovanych geni byl 1 gen kddujici helikdzu Prp22, ktera patii ke kli€ovym
enzymim v pre-mRNA sestfihu a Ondfej Gahura ukézal, Ze jednou z funkci Prp45 je
integrace Prp22 do sestfihového komplexu. Jelikoz Prp22 hraje roli pfi kontrole kvality,
mutace Prp45 miiZze primarné ovliviiovat introny, které jsou sestithovym aparatem huie
rozpoznavany. Indicii pro tuto hypotézu je letalni kombinace prp45(1-169) s mutaci v intronu
COF1. Genu COFI je vénovana treti kapitola kdy autor ukazal, jak sekundarni struktura v
intronu hraje rozhodujici roli pii sprdvném rozpoznani sestfihovych mist. Zkracuje
»vzdalenost™ mezi vétvicim mistem a 3’sestithovym mistem a dale maskuje krypticka
3’sestfihova mista.
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Vysledkova ¢ast je doplnéna solidni diskuzi, ve které jsou vSechny ndlezy diskutovany v
SirSim kontextu. Celou praci hodnotim jako excelentni a doporucuji k obhajeni. Mam jen
par uptesiiujicich dotazi:

1. Provedl autor téZ geneticky screen, kde by hledal mutace které potlaci teplotni senzitivitu
prp45(1-169)?

2. V obrazku 3.6. autor ukazuje, ze u mutaci -158T a -327A dochazi ke sniZeni exprese Prp22,
nicmén¢ zde chybi kontrola nandsky. Ud¢lal autor takovou kontrolu, aby snizeni exprese bylo
prukazné?

3. U obrazkt 3.7. a 3.9.-3.15. chybi u grafl, které kvantifikuji poméry jednotlivych produktii
pre-mRNA sestfihu, standartni odchylka. Bylo provedeno vice biologicky identickych
pokust, aby bylo mozno vyhodnotit primér a standartni odchylku u poméru jednotlivych
sestfihovych forem a tim efektivitu jednotlivych kroki pfi pre-mRNA sesttihu?
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