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Nazev: Regulace genové exprese na posttranskrip¢nich urovnich

Predkladana prace Ing. Johany Kollarové vyuziva modelu had’atka Caenorhabditis elegans ke studiu
tlohy potencialnich regulatorti transkripce na drovni cel¢ho organismu. Studium molekuldrnich
mechanismi na trovni celého organismu pfinasi fadu vyzev a C.elegans je z tohoto pohledu jisté dobrou
volbou.

Prace je klasicky ¢lenéna, v uvodu jsou nastinény diléi cile. Nasleduje literarni ptehled uvadgjici ctenate
do problematiky regulace genové exprese. Prehled se vénuje pfevazné oblastem relevantnim pro
nasledujici kapitoly, je tak misty trochu kusy, nicméné vzhledem k §ifi problematiky regulace exprese
na riznych trovnich to lze pochopit. Pomémné velky prostor je vénovan posttranskripénim modifikacim
a typtim regula¢nich RNA, ve vysledcich pak tato témata ale nejsou az tak stézejni. V metodické casti
jsou dostateCné popsany techniky, které autorka béhem své prace vyuZzivala. Kapitola Vysledky je
rozdélena na dvé &asti, prvni se zabyva charakterizaci genové exprese v pfipade, kdy je v hadatku
zmutovan gen gei-8 kodujici ortolog transkripéniho korepresoru NCOR. Hlavnim vysledkem je seznam
genu se sniZzenou a zvySenou expresi oproti kontrolam. Mezi geny se zvySenou expresi je gen sqrd-2,
v jehoz sekvenci se nachazeji rovnéz sekvence pro 21U-RNA. Autorka uzavira, ze 21U-RNA se mohou
podilet na regulaci vyvoje gonad, jednoho z organtl, jehoZ vyvoj je poskozen ztratou gei-8. Tento zavér
je spise spekulativni, pfedlozena data dle mého nazoru nelze takto jednoznacné¢ interpretovat (viz
Otazky). Druha ¢ast vysledki je vénovana analyze exprese a funkce tRNA methyltransferazy kodované
genem alkb-8. Hlavnim vysledkem je demonstrace vlivu umélé nadprodukce ALKB-8 na délku Zivota
a na sniZeni rozsahu LRO kompartmentu pozitivniho na barveni Nilskou &erveni ve stfevé. Vysledky
prvni ¢asti jsou zahrnuty v publikaci v €asopise PLoS One, druha cast vysledkl je obsazena
v manuskriptu pfijatém k publikaci v ¢asopise Folia Biologica, kde je Johana Kollarova prvni autorkou.
Obé publikace jsou piilozeny jako ptiloha dizerta¢ni prace. Dizertaéni prace tak spliiuje pozadavky na
publikace pfedepsané oborovou radou.

K praci madm dvé hlavni vyhrady, jednu k rozsahu, druhou k obsahu. Pfestoze prace splituje publikacni
pozadavky oborové rady, na dizerta¢ni praci je pomémé vysledkové chuda, od dizertace bych ¢ekala
bohatsi néloz byt’ tfeba nepublikovanych vysledki. Co se tyce obsahu, nazev prace je ,,Regulace genové
exprese na posttranskripénich urovnich®, samotného popisu regulace exprese je ale v praci poskrovnu.
Veétsi cast je zaméfena na popis vizualné pozorovatelnych fenotypl zpusobenych ztratou alkb-8 nebo
gei-8, coz je dlleZity a nezbytny zdklad. K mechanismiim, které by tyto fenotypy na (post)transkripéni
urovni objasiiovaly, se vSak prace pfili§ nedostava. Pokud nejsou potiebna data k dispozici, ¢ekala bych
alesponi hlubsi zamysleni o moZnych regulaénich mechanismech v diskuzi, to se ale moc nedgje.

Otazky k diskuzi:

1) Poznatky o funkci alkb-8 jsou zvelké Casti zaloZeny na sniZeni exprese genu pomoci RNA
interference. Delece v alkb-8 zpisobuje letalitu a sterilitu, Zadny z téchto fenotypi nebyl pomoci RNAi
pozorovan. Cim si to vysvétlujete? Navrhnéte zpiisob, jak ovéfit uinnost alkb-8 RNAI.

2) Zvoleny zplsob detekce exprese alkb-8 sice prekonava nékteré obtiZe spojené s detekci exprese genii
organizovanych v operonech, nicméné pouzity konstrukt stdle nemusi obsahovat viechny potfebné



regulaéni sekvence, pozorovana exprese tak nemusi odpovidat expresi endogenni. Jakym zpisobem by
bylo mozné detekei exprese zpiesnit?

3) Neni mi pfili§ jasny mechanismus, kterym by protein ALKB-8 mél ovliviiovat funkci LRO. MazZete
to blize vysvétlit? Cim si vysvétlujete, Ze po aplikaci alkb-8 RNAI je nartst signdlu Nilské Cerveni
pozorovatelny jen v proximalnich enterocytech?

4) V textu dizertace (kapitola 3.1.3) piimo v ndzvu kapitoly tvrdite, Ze 21U-RNA se podileji na vyvoji
gonad. To je na zdklad piedloZenych dat velmi odvazné tvrzeni, v textu dizertace (a pfimo v publikaci)
jsou vyroky opatrngjsi, ale stile velmi spekulativni. Pouzité experimenty dle dostupnych udaji
v metodické &asti podle mé& nevyluduji, Ze pozorované fenotypy jsou zpiisobeny vyhradné zménou
exprese sqrd-1 nebo sqrd-2, nikoliv regulaci exprese 21U-RNA. Jakym zplisobem by bylo moZn¢ tuto
hypotézu dale testovat?

5) V kapitole 3.1.3 také tvrdite, Zze sqrd-2 RNAI v gei-8 pozadi vede k modifikaci fenotypu, v Diskuzi
(kapitola 4.2) pak ale stoji, Ze sqrd-2 RNAI vede k ¢aste¢né reverzi fenotypu gei-§ mutanti. MiZete to
prosim vysvétlit?

6) Protein GEI-8 interaguje s jadernym receptorem NHR-60, 1ze tedy pfedpokladat, Ze spole¢né reguluji
stejné vyvojové procesy. Lze n&co takového usuzovat z fenotypovych projevii gei-8 a nhr-60 mutantii?

7) Ne vSechny geny se zménénou expresi identifikované pomoci microarray analyzy jsou
pravd&podobné pfimé cilové geny. Navrhnéte postup, jak soubor deregulovanych genii z(Zit na
potencialni pfimé cilové geny.

Zavér: PiedloZena prace i pres vySe zminéné nedostatky splituje pozadavky na doktorskou dizertaéni
praci stanovené oborovou radou. Autorka prokazala schopnost samostatné védecky pracovat a vysledky
zpracovat pro publikaci. Praci Ing. Johany Kollarové proto doporucuji k obhajob¢ jako podklad pro
udéleni titulu Ph.D. za jménem.
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