Oponentsky posudek na doktorskou disertacni praci Mgr. Ondieje Gahury s ndazvem
"Regulation of pre-mRNA splicing in S. cerevisiae: where RNA co-operates with proteins."

Doktorska disertacni prace je napsana anglicky, ma rozsah 132 stran a klasické ¢lenéni na Literarni
prehled, Material a metody, Vysledky, Diskusi, Zavérecny souhrn vysledk( a Seznam pouZzité
literatury. Prace je zaloZena na tfech odbornych textech publikovanych, respektive zaslanych do
recenzniho fizeni, v kvalitnich ¢asopisech s IF. U dvou jiZz publikovanych praci je Ondiej Gahura
uveden jako prvni autor. Jako oponent mam tak velmi zjednodusenou pozici, protoze Ize
predpokladat, Ze velka ¢ast uvedenych a diskutovanych vysledk( prosla ndro¢nym oponentnim
fizenim v redak¢nich radach casopist. TéZ nemohu v této chvili zamlcet, Ze prfednaska Ondreje
Gahury "Intron secondary structure mediated 3” splice site recognition in yeast", se kterou seznamil
ucastniky RNA klubu 2011, byla ocenéna jako jedna z nejlepSich a ziskala prestizni cenu udélovanou
the RNA Society.

Zhodnoceni formalni Gdrovné prace.

Prace je napsana velmi Ctivé, pfehledné a Upravné. Je zfejmé, Ze formalni Upraveé prace byla
vénovana znacna pozornost. Védom si svych vlastnich nedostak(, rozhodné se neodvazuji hodnotit
detailnéji uroven anglického jazyka. Presto bych chtél autora upozornit na ob¢asné chyby ve vétné
skladbé a pfedevsim, dle mého soudu, na nekoncizni a ¢asto ponékud chaotické pouzivani ¢lent,
zejména clenu urcitého. Pro pfipadné dalsi pouziti v publikacich nebo presentacich doporucuji téz
revizi obrazku 1.4 na strané 19. ZpUsob, jakym je obrazek nakreslen, navozuje dojem rotace Exonul
vzhledem k jeho 5' a 3' konclim.

Dotazy a komentdre k odborné strance prace.

1. Vliterdrnim prehledu autor uvadi, Ze soucasti spliceosomu je i protein Hsp27. Z profesniho
hlediska by mne velmi zajimalo, pokud by autor mohl kratce shrnout roli Hsp27 v sestfihu pre-
mRNA.

2. Nastrané 50 autor uvadi, Ze teplotni sensitivita kmene nesouciho exklusivné prp45(1-169) alelu
je zavisla na genetickém pozadi s tim, Ze data nejsou uvedena. Pfimlouval bych se za predvedeni
téchto dat, pripadné, neni-li to mozné, za blizsi komentar k jednotlivym genotypim a
odpovidajicim vysledku. Zde bych pozadal téZ o nazor autora na rozdilné vysledky ziskané pfi
pokusu o komplementaci delece PRP45 lidskym SNW/SKIP v porovnani s autory Figueroa a
Hayman, 2004 (strana 100). Lze néjak diskutovat rozsah delece pouzité v obou pracech,
genetické pozadi pouZitych kmen( atd.?

3. Prace Gahura et al., 2009 ukazuje statistickou analyzu bunék synchronizované kultury kmene
prp45(1-169) po inkubaci v nepermisivni teploté. Lze definovat néjaky terminaini fenotyp i u
nesynchronizované kultury inkubované v nepermisivni teploté?

4. Na obrazku 3.7 na strané 58 je v panelu A vyrazné méné reportérové pre-mRNA u mutantniho
kmene prp45(1-169) nez u kmene kontrolniho. Domnivam se, Ze toto sniZzeni nekoresponduje s
mnozstvim produktu, respektive meziproduktu setfihu, a s mnoZstvim kontrolni U1 snRNA.
Prosim o vysvétleni.

5. Rlzna mira suprese teplotni sensitivity kmene prp45(1-169) pomoci heterologni exprese ortologl
PRP45 je hezky vysledek, ktery by pti systematickém testovani ortologli z vétsiho poctu



organismu a nasledném srovnani jejich sekvenci mohl pomoci pomérné rychle urcit domény a
konkrétni aminokyselinové zbytky Prp45 nezbytné pro tuto supresi. Uvazujete o podobné praci?

6. V obrazku 3.29 na strané 86 autor uvadi, Ze délka druhého exonu nijak neovliviiuje sesttih
intronu COF1. Dle obrazku se mi vSak zd3, Ze druhy exon o délce > 1000 nt pfece jen pfi
porovnani s mnoZstvim prekurzoru a U14 kontrolou sniZzuje mnozstvi spravné sestfizeného
produktu. MazZe autor tento m(j dojem néjak komentovat, jsou pfipadné k dispozici pfislusna
denzitometrickd méreni?

7. Proc byla pro analyzu prezentovanou v kapitole 3.3.6. pouZita vzdalenost 50 nt mezi BP a 3'ss
jako zaklad pro tfidéni intron( uvedené v Fig. 3.31.

8. Zkouseli jste nalézt v databdazich kultivaéni podminky, které by vedly k rozdilné expresi gent s dBP
introny tak, jak je popsano pro teplotni Sok a gen APE2 (str. 104)? Pokud ano, nalezli jste néjaké
kandidatni geny, respektive kultivacni ¢i stresové podminky?

Predlozena disertacni prace mne zaujala a rad jsem si ji precetl. Je tedy zavérem moji velmi milou
povinnosti fici, Ze podle mého soudu disertacni prace a publikace, o které se opird, splnuji jako celek
veskeré odborné i formalni pozadavky kladené na doktorskou disertacni praci. Doporucuji aby prace
byla ptijata k obhajobé a stala se podkladem pro udéleni titulu Ph.D.
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