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Oponentura dizertace Mgr. Vaclava Vopalenského

Vaclav Vopalensky se ve své dizertacni praci "Role 5' koncovych struktur u eukaryotickych
mRNA" zabyva nékterymi aspekty modifikace a translace RNA, s dlirazem na virové a plasmidové
RNA.

Z obsahlého teoretického uvodu, ktery je Ctivé napsan, je ziejmé, ze hlavnim védeckym
z4djmem Vaclava Vopalenského jsou linearni kvasinkové plasmidy a formovani 5' cepicky u mRNA.
Zvlaste informace o 5' €epicee jsou velmi podrobné. V nékterych piipadech, jako je popis jednotlivych
enzymi zodpoveédnych za syntézu Cepicky u riznych organizmd, je text az pfili§ detailni a trpi tim
plynulost a ndvaznost teoretického tivodu na dals$i ¢asti dizertace. Naopak mi v teoretickém tvodu
chybi informace o problematice IRES, ktera tvoii podstatnou ¢ast vysledkda.

Vysledkové je dizertacni prace zalozena na tiech publikacich o identifikaci, charakterizaci a
katalogizaci IRES sekvenci, praci o analyze skrytého promotoru v genu luciferazy a analyze
potencidlniho enzymu syntetizujiciho 5' ¢epicku kodovaného linedrnim plasmidem. V publikacich
Mokrejs et al. (2006) a (2007) autofi prezentuji jimi vytvofenou databdzi znamych a ovéfenych IRES
sekvenci, ktera je hojn¢ vyuzivana RNA komunitou. V experimentalni praci Masek et al. (2007) autofi
chrakterizovali aktivitu HCV IRES v kvasinkach. Vaclav Vopalensky dale identifikal skryty promotor
v luciferdzovém genu, ktery je aktivni v lidskych 1 kvasinkovych buiikdch. Tento manuskript je zaslan
do recenzniho fizeni. VSechny publikace jsou na dobré trovni jak po experimentalni tak i1 jazykové
strance. Vaclav Vopalensky téz analyzoval enzym kodovany linearnim plasmidem pGLK2, ktery by
mohl byt zodpoveédny za syntézu 5' Cepicky u plasmidem kodovanych RNA. Autor uspéSné tento
protein kodovany ORF3 izoloval a charakterizoval in vitro jeho guanyltransferdzovou aktivitu. Jsou
téz ukazany predbézné vysledky, které naznacuji, ze linearnim plasmidem koédované RNA nemaji na 5'
konci klasickou ¢epicku. Dale je pfiloZena prace o novém pufrovacim systému pro RNA agar6zové
gely zalozeném na Tris-acetatovém systému. Toto zlepSeni oceniuji, protoze z vlastni zkuSenosti vim,
jak nepfijemna je prace s MOPS/formaldehydovym pufrovacim systémem. Nakonec je prezentovana
charakterizace novych endopeptidaz u motolice 7. regenti. Na obou posledné€ jmenovanych projektech
se autor podilel metodicky.

K ptredloZené dizertacni praci mam nasledujici otazky:

1. Vzhledem k tomu, ze Vaclav Vopalensky je u tii publikaci o IRES druhym autorem, zajimalo by
mé, jaky byl jeho konkretni podil v téchto projektech.

2. Jakym zpiisobem ovlivni nalez kryptického promotoru, ktery byl identifikovan v luciferazovém
genu interpretaci vysledkti publikovanych v Masek et al. (2007) o aktivit¢ HCV IRES v kvasinkach?
3. Je mozné, vzhledem k nedavnym vysledkiim, které naznacuji, ze vétSina lidského genomu je slabé
pfepisovana, ze krypticky promotor podobny tomu, ktery byl odhalen v luciferdzovém genu, se
nachdzi 1 v jinych genech? Byla testovana promotorova aktivita nékterych dalSich gend?

4. Jakym zpisobem byla testovana metyltransferazova aktivita K2ORF3 proteinu a co bylo pouzito
jako pozitivni kontrola?
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Celkove hodnotim dizerta¢ni préci kladn¢ a doporucuji ji k obhéjeni.

DYAYS

V Praze dne 22.8.2007 David Stanék
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