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POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI Bc. Jifiho Frantiska Potuznika

ApzA-RNA in IgE activated mast cells

PfedloZzend dizertacni prace je zamérena na velice aktudlni téma Uprav RNA, které je v soucasné dobé
jednou z nejbourlivéji se rozvijejicich oblasti molekularni biologie s mimoradné dulezitymi
imunologickymi presahy. kolici laboratof se dlouhodobé zaméfuje na pochopeni molekularnich
mechanismU Uprav 5’konci RNA, véetné hledani funkce nové objevenych modifikaci, kombinujicich
svét eukaryot i prokaryot.

Za Ucelem realizace diplomového projektu si Jifi FrantiSek PotuZnik musel osvojit celou Fadu
pokrocilych metodik (véetné pokrocilych hmotnostné-spektrometrickycxh pristupd), které ve své praci
velice dobre popsal. Z vysledkové casti je zfejmé, Ze autor je s jejich pomoci schopny ziskat vysoce
kvalitni experimentalni data. Obhajovana prdce je unikatni v tom, Ze se autorovi podafilo objevit nové
fenomény — nové typy ,Cepickovych” struktur, které odkazuji na mozné nové ,pribéhy” bunécné
biologie, zde konkrétné fungovani jednoho z dulezitych typl imunitniho systému — Zirnych bunék.
Vysledkova cast je pomérné kratka, ale predlozena data opravdu stoji za to. Jak je tomu v obdobnych
pfipadech ziejmé, v praci je jisté jen ,vrcholek” ledovce veskeré odvedené experimentalni prace, které
predchazelo mnoistvi optimalizacnich pripravnych experiment(, vcéetné nalézani slepych ulicek.
Kladem préce je schopnost data interpretovat a postavit experimenty s vhodnymi kontrolami tak, aby
ziskana data byla robustni a méla obecnéjsi platnost. Téma prace i pouZité metodiky se pohybuji na
samych hranicich pozndni, navic ve vysoce kompetitivni oblasti molekuldrni biologie a genetiky.

V predloZené prdci se ddle kombinuje obsahova kvalita s kvalitou formalni. Jifi FrantiSek Potuznik se
formatu své prace zhostil velice dobre, sepsal ji ¢tivé s minimem formalnich nepresnosti (v celé praci
jsem nalezl pouhé dva preklepy!). Samostatnym formalnim tématem je mimoradné vysoka kvalita
pouzitého anglického jazyka, ktery autor bezpochyby zvlada I1épe, neZ pisatel tohoto posudku. Citovana
literatura je reprezentativni, po¢tem jednoznacéné dostacujici, v podstaté vycCerpavajici seviené a dobre
definované téma. Kladem prace je velice kvalitni diskuse, kterd se nejen zamysli nad ziskanymi daty,
ale téZ je vhodné uvadi do kontextu publikovanych praci.

K praci bych mél nékolik dotazl a dalSich specifickych komentari:

1. Na strané 10 pisSe, Ze vysokoafinni receptory pro Ig E se uplatiiuji pfi chemotaxi. Jaky je
mechanismus?

2. Na strané uvadite do problematiky NpnN. Nemohly by mj. slouZit jako uloZisté osmoticky
neaktivnich fosfatl. Jak je to s ,,makroergnosti” jednotlivych vazeb v téchto slouceninach?

3. Nastrané 14 pisSete o ,,moonlighting functions of aminoacyt tRNA synthetases”, o jaké funkce
se jedna?

4. Na strané piSete: ,given the size of mononucleotides, their interaction with the enzyme does
not cause a large conformational change”. Musi tomu tak byt ve vSech pfipadech?

5. Nastrané 16 popisujete sofistikovanou LysRS-ApsA-MITF signalizacni drahu. Zajimalo by mne,
o jak evolu¢né konzervovanou molekularni strategii se jedna? Je mozné v evoluci vysledovat
jeji vznik. Jak to vypada s fenotypem absence nékteré z komponent?
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6. Na strané 18 zminujete, Ze koncentrace ApsA v jadrech
aktivovanych Zirnych bunék dosahuje 700 mikromold.
Zajimalo by mne, jak byla tato koncentrace urcena.

7. Zajimavé je vyuZiti NAD jako jedné z alternativnich RNA céepi¢ek. Mohla by takova struktura
reagovat na rlzné redoxni stavy bunky (otdazka je motivovana schopnosti této molekuly
prendset redukéni ekvivalenty v metabolickych drahach)?

8. Obr. 5 ve vysledkové ¢asti ukazuje mirné odliSné mobility u prostfedniho bandu ve srovnani
mezi IRNA ctrl a IRNA IgE. Jaka je pro to interpretace?

9. Nastrané 43 zminujete vybér mRNA pro chymdzu-1 jako vhodny cil pro hledani nekanonickych
Cepicek. Zajimalo by mne, jak presné jste ji zvolili, méli jste ve vybéru vice kandidat?

10. Pro experimenty jste vyuZzili potkani bunécnou linii RBL. NeuvaZovali jste o vyuZiti primdarnich
Zirnych bunék, popft. diferencovanych s hematopoietickych prekurzord?

11. NeuvaZovali jste o identifikaci ApsA vazebnych proteind na koloné s imobilizovanym Ap,A?
Jednolo by se pak o vhodné nastroje pro izolaci ApsA-Cepickovanych mRNA. Popf., neuvazovali
jste o pripravé ApsA-specifickych protilatek?

Na zavér bych chtél konstatovat, Ze predlozend diplomova prace je mimoradné kvalitni a zajimavym
prispévkem k dalezitému obecné biologickému tématu. Prace je sepsana Ctivé, formalné na solidni
Urovni, a co je dlleZité zminit, pomoci kombinace metodik vhodné zvolenych pro testovani prislusné
hypotézy. Tuto praci doporucuji k obhajobé s vybornym hodnocenim.

Prof. RNDr. Jan Cerny Ph.D.



