Oponentsky posudek na dizertacni praci Vaclava Vopalenského

V ramci dlouhodobého projektu studia IRES sekvenci a regulace translace
v zavislosti na 5 ¢epicce laboratofi dr. Pospiska se Vaclav Vopalensky
vyznamné podilel na studiu fady klicovych aspekt.

V 1 pro dizertacni préaci velmi rozsahlém a peclivé sepsaném tivodu autor
srozumitelné zasvécuje ¢tenare do problematiky linedrnich plasmida kvasinek,
IRES sekvenci a modifikaci ¢epicky zejména u vird a eukaryot. Cituje 540 praci,
z nichz fada byla publikovéna v leto$nim roce, coZ sv€dc¢i o snaze autora o co
nejuplnéjsi a nejrecentnéjsi zpracovani literatury. Tento cil se dle mého nazoru
podafilo naplnit plnou mérou v prvni poloviné iivodu, avSak aZ ptemirou v jeji
druhé poloving. To se projevuje prakticky abecednim vyjmenovavanim
vlastnosti metyltransferdz, guanylyltransferaz, RTaz a dalSich ¢epicku-
modifikujicich enzymi z dlouh¢ fady eukaryot a jesté delsi fady virti. Na rozdil
od jinych doktorskych praci se autor vyvaroval béznych chyb v citacich ¢i

v jejich redundanci, nejednotném zpracovani apod. Vyjimkou jsou ndzvy typu
EMBO J. nebo RNA, kde pouzivany reference manager pievede vSe do malych
pismen (pozor, mate stejnou chybu i v pracich piijatych do tisku, coz nesvéd¢i o
dobré editorské praci ptisluSnych periodik - str. 163, 165 apod.). Co si od toho
autor a Skolitel slibuji? Pokud bude slouzit tento tvod jako zéklad anglicky
sepsan¢ho review (nebo spise dvou review) €1 jiné formy sdéleni v anglickém
jazyce, jedna se jisté o chvalihodnou aktivitu. Na okraj uvadim, Ze sepsani je

v takovém piipadé nutné v blizké dobé — pokud totiZz doktorand sepsani odklada,
coZ se po unave z dizertace déje témért vZdy, nic se v kone¢ném disledku
nesepise. Pokud zlstane u Ceské verze, byla to ztrata ¢asu, protoze Ceskou verzi
disertace budou pted jejim zmizenim v archivech studijnich oddéleni ¢ist pouze
oponenti.

Autor ve srozumitelné formé v ¢estiné vzdy stru¢né uvadi hlavni pfinos dané

prace, coz je velmi hezky zpusob.

M¢ struéné zhodnoceni publikaénich vystupi:

1. IRESite (NAR 2006) — prvni miij pocit byl, Ze se autofi dostali Sikovné do
NAR prtes Database issue, coZ je rozhodné snadn&jsi nez ptes regulérni
¢lanek. Tento m1j pocit byl ale rychle rozptylen jedinym udajem — 900
navstévami stranky mési¢né€. To je mimotadny vysledek a ukazuje, ze napad
s touto strankou a forma jejiho zpracovani jsou skvéle.

2. Bioinformatical approach (kapitola v knize, 2007). Zde mne zarazilo, Ze je
Vasek a spol. ochoten provadét re-sekvenaci poslanych plasmidi. Co z tak
casoveé narocné prace laboratot Martina PospiSka ma? Prosim o nazor ¢i
vysvétleni. Mohl by Vasek pii obhajob& zminit néco na téma ,,vice zpiisobli
iniciace translace u bunécnych IRES?* (str. 65). Z této prace vyplyva dalsi




dotaz. Zkusil né€kdo z lyzatu depletovat (tieba ptes protilatku) ITAFs a pak
ukazat, Ze dojde k ovlivnéni iniciace translace z IRES?

. IRES in hepatitis C viru (J. Gen. Virol. 2007) — pékna komplexni prace

v Casopise se solidnim IF.

Krypticky promotor v hepatitis C viru (odesldno). Prvni prace, kde je Véaclav
prvnim autorem. Prace zatim je$té neprosla recenznim fizenim se jevi

v rdmci této PhD jako pomérné zasadni, ackoli (zatim?) kratk4. Nebudou
chtit oponenti vidét ziiZeni oblasti, v niZ ma krypticky promotor leZet (napft.
parcialnimi delecemi apod.)? Obavam se také, Ze nemusi platit ,,our findings
should appeal to the researchers*, ale ocekaval bych spis opak. Pokud jde
néco proti dosavadnim vysledkiim, jsou reviewefi mimotadné naro¢ni na
kontroly a ptesvédcivost prace.

. Funkéni analyza capping enzymu (Vasek je opét prvnim autorem prace, ktera

je zatim v piipravné fazi). Nedalo by se v této praci vyuzit metody poisoned
primer extension? Potencialné to mize byt silny piispévek.

Prace o denaturac¢ni elektroforézi RNA (Anal. Biochem. 2005) je Cisté
metodicka. Pocita se, ale malo.

Posledni prace o cathepsinu B u schistosomy (IJP 2005) je zasadni a
experimentalné velmi pestra, ale autor v ni hral méné/malo vyznamnou roli.
Mohl by ji v kazdém ptipadé¢ specifikovat?

Vétsi doplnky ¢1 dotazy pro autora:

l.

Nemohu souhlasit s konstatovadnim ze str. 16, ze dikaz transkripce linearnich
plasmidl v petite mutantech znamena neucast mitochondrialniho
transkripniho systému. Rozhodné tento zavér Vaclavovi ovSem nevytykam,
protoze zni logicky. Nepublikované vysledky z nasi a jesté jedné laboratote
ukazuji, ze organelarni transkripéni a replika¢ni aparat je plné funkcni 1

v mitochondrii, ktera davno ztratila svou DNA a RNA.

Konstatovéani na str. 18 neni zcela jasné. Udajné byly produkty ORF
prokazany Southern a Western blotem. Jak Southern blotem? Autofi méli
protilatky proti vS§em proteinim?

Fakt, Ze zymocin §tépi tRNA v antikodonovém misté mi piijde velmi
zajimavy. Prosim o ndzor Véclava ohledné smyslu takového Stipani? Jedna
se o Stipani vedeném modifikacemi tRNA apod.?

V kapitole ,,role v iniciaci translace mi chybi zminka o vyznamu pre-ATG
tripletl (pfipadné vétSich motivil), napt. z praci Kozakové.

Jaky je nazor autora na pozorovani, Ze rizné sloZeni 5S-konce mRNA
ovliviiuje afinitu mRNA k eIlF4E — bylo popsano pted 15ti lety, ale — bylo tak
dualezité zjisténi od té doby potvrzeno?



6. Um¢él by autor odvodit, pro¢ by mohla byt existence metylované SL RNA
velkou vyhodou pro nadprodukci cizorodych proteinti v trypanosomach?

7. Autor konstatuje, ze RNA-guanin-N7-metyltransferazy jsou nejméné
prostudované enzymy ucastnici se modifikaci ¢epicky. Ja Zil v pfedstave, Ze
jsou jimi spiSe 2-O-ribose metyltransferdzy, alespont do nasi publikace
v letoSnim zatijovém Mol. Cell. Biol. (Zamudio et al.), kterou Vasek ale jesté
nemohl znat. Vasek je ale v kazdém ptipad¢ dobie obeznameny se situaci
hypermetylovanych cepicek trypanosom, jak je zfejmé napf. ze str. 49.

8. Jak jste pojali prvni podezieni o kryptickém promotoru?

9. Testovali jste mista 1ntegrace Vasich konstruktt v lidskych buiikach?

10.V obrazku 4 prace o capping enzymu jsou Giardia a Plasmodium chybné
zahrnuty do Kinetoplastid.

Malé dopliiky pro autora:

1. Plasmidy jsou i u trypanosom a n¢kolika dalSich protist, jako napt. améb
apod.

2. Disrupce (str. 10) neni idealni vyraz

3. Tabulka na str. 17 je dle mého nazoru nadbytecna

4. Metylgunosinova ¢epicka — pteklep na str. 30

5. Eukraryotickych virt — pteklep na str. 40

6. Crithia na str. 48

7

8

9.

1

. Trypamosoma bruceii opakované na str. 49 - spravné je Trypanosoma brucei
.V citaci 108 neni zkracen nazev ¢asopisu

V citaci 219 je chybné jméno autora. Spravné je E. Ullu
0.V citaci 422 chybi strankovani

Malé¢ dotazy:

1. Pro¢ jsou plasmidy pGKL citlivéjsi na UV zateni?

2. Pro¢ jsou pGKL plasmidy neslucitelné s mtDNA kvasinek?

3. PiSete, Ze obé DNA polymerazy jsou pravdépodobné plasmid-specifické,
¢imz je min€no, ze ob¢ prepisuji jen plasmidovou DNA? To se zda byt velmi
podivné. Jaky je V4§ nazor na smysl takového luxusu?

4. Je zndmo, pro¢ mutace v elongatoru zvysuji citlivost ke Calcofluor White?

Doktorska prace Vaclava Vopalenského je predstavovana velmi kvalitnim a
detailnim literarnim piehledem a sedmi publikacemi v rizném stadiu. Dle mého
nazoru prokazal Vaclav jednozna¢né schopnost védecky pracovat a splnil tak
podminku pro udéleni titulu Ph.D.

V C. Budgjovicich dne 26. srpna 2007

Julius Lukes



