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Posudek oponenta na diserta¢ni praci Mgr. Lucie Cuchalové ,,Characterization
of the two smallest core subunits of elF3 and their roles in translation*.

Tato disertaCni prace se zabyva dvéma esencialnimi podjednotkami
eukaryotického iniciaCniho faktoru 3 (elF3) v kvasinkovém modelovém systému.
Navzdory dulezitosti téchto bilkovin pro buiku byly znalosti o jejich funkci mizive, a
pfedloZzena prace prezentuje nové vysledky, které ukazuji jejich roli v iniciaci, ale,
prekvapive, i terminaci transkripce.

PredloZena disertaCni prace je psana v anglickem jazyce a klasicky clenéna
na Abstrakt, Uvod, Vysledky a Diskusi. Uvod je psan ve zkracené podobé. Pfilozeny
jsou pak konkrétni publikace a rukopisy. V praci se misty vyskytuji preklepy i drobné
chyby, a obCas se vyskytne stylisticka neobratnost (napf. v definovani Cile 3 na str.
17, kde misto ponékud rozvlacného ,We have concerted our effort to the role...” by
staCilo napf. ,We studied the role...“. Nicméné, jako celek je prace napsana
prehledné a srozumitelné.

Tézistém vysledkove Casti jsou Ctyfi publikace a jeden rukopis, v soucCasnosti v
oponentufe. VSechny publikace jsou ve vysoce kvalitnich oponovanych ¢asopisech.

Mgr. Cuchalova je pak prvni autorkou dvou praci. Zde se nachazi tézisté jejiho
vyzkumu a na né budou zaméreny i nasledujici dotazy a komentare.

Prace: The RNA Recognition Motif of Eukaryotic Translation Initiation Factor 3g
(elF3g) Is Required for Resumption of Scanning of Posttermination Ribosomes for
Reinitiation on GCN4 and Together with elF3i Stimulates Linear Scanning.

V této praci byly studovany role dvou podjednotek elF3, a to Tif35 a Tif34. Pomoci
specifickych mutaci byla identifikovana role téchto podjednotek pro procesivitu a
rychlost skenovani.

1/ Byl testovan vliv jinych kombinaci mutaci ostatnich konzervovanych aminokyselin
(ak) motivu RMM mimo trojkombinaci KLF pouzitou v praci? Pokud ano, byly
vysledky podobné?

2/ Je ukazano, ze Tif35 i mutant Tif35-KLF interaguji s RNA (konkrétné [-globin
MRNA). Mutace tedy nema na tuto interakci vliv. Dale je pak ukazano, ze Tif35-KLF
oproti Tif35 snizuje schopnost skenovani skrz stabilni viasenkové struktury. Mohl by
Tif35 prednostné interagovat s takovymi strukturami a interakce s RNA tak byt (z
hlediska RNA) strukturné-specificka?

3/ Skenovani je ovlivnéno sekundarnimi strukturami v RNA. Role studovanych
protein byla examinovana vlozenim rGzné stabilnich vlasenkovych struktur. Byl
tento aspekt studovan i pomoci pfirozenych RNA? (napf. dvou ruznych mRNA
liSicich se obsahem sekundarnich struktur). Existuje urCity limit, kdy vznikla
sekundarni struktura znemozni skenovani?



Prace: Translation in Yeast Cells Begins and Ends with Translation Initiation Factor 3
(elF3).

Tato prace naznacCuje moznost aktivni role elF3 i pfi terminaci transkripce. Vychozi
experimentalni metodou byl luciferazovy reportérovy systém, kdy mezi obéma geny
se nachazel stop kodon a bylo mozné méfit vliv riznych faktorl na miru procteni
tohoto koddnu. Prekvapivé, mutace v zakladnich podjednotkach elF3 vedly ke
snizeni procitani, tedy zvySeni ucinnosti terminace. Naproti tomu odstranéni
podjednotky Hcrl (asociuje s elF3 jen volné) rezultovalo ve vyrazném zhorSeni
terminace translace.

4/ Byl studovan jeden konkrétni stop kodon, UGA. LiSi se uc€innost terminace s jinymi
stop kododny (napf. UAA by mohl byt tak ucinny, Zze by nebylo mozné méfit procitani)?
Byl studovan vliv mutaci na terminaci na koddénech, které se STOP kodénu jen
podobaly (napf. zaména na 3. pozici)?

5/ Ma na procitani vliv kontext stop kodonu?

6/ Mutace ve faktorech Tif32, Prtl, Nip1, Tif34, Tif35 zvySily u€innost terminace. Bylo
by mozné, Ze elF3 pomaha pfi elongaci (brani terminaci), a pak poskozeni elF3 vede
ke zlepsené terminaci?

7/ Byl ukazan vliv iniciaCnich faktori na terminaci translace. Byl nékdy ukazan efekt
opacny, tj. vlivterminacnich faktort na iniciaci?

Zavérem konstatuji, ze disertacni prace pUsobi ucelenym dojmem, splfuje
pozadavky kladené na disertaCni praci v oboru, a prezentované vysledky spliuji
kritéria originalni tvirci védecké prace. Disertacni praci doporucuji k obhajobé a preji
uchazecce mnoho uspéchu v dalsi praci.
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