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Oponentsky posudek na dizertaéni praci MUDr. Markéty Kostrouchové ,,Regulace genové

exprese a biologického chovani bunék: potenciil podjednotky 28 Mediatorového komplexu*

Predkladana prace ma 89 stran plus pfilohy, které tvori ti1 vysledkové ¢lanky v impaktovanych
Casopisech. Prace je srozumitelné sepsdna kvalitni angli¢tinou. Teoreticka cast popisuje zakladni
mechanismy regulace genové exprese s dirazem na Mediatorovy komplex a lyzinovou acetylaci.
Kratce jsou zminény lipidové kapky a perilipiny, které byly také pfedmétem studia. Po metodické
strance je dizertatni prace velmi bohatd, od zakladni kultivace Caenorhabditis elegans a
mikroskopického pozorovéni, ptes piipravu transgennich linii pomoci CRISPR/Cas9 a genové
editace, po analyzu lyzinové acetylace a pull-down experimenty. Hlavni ¢ast vysledkové Casti je
vénovana diive necharakterizovanému proteinu F28F8.5, u kterého se pomoci detailnich analyz a
komplexniho pfistupu podafilo prokazat, Ze se jedna o ortholog savCéi podjednotky 28
Mediatorového komplexu (zkratka MDT-28). V mezindrodni databazi Wormbase vSak byl jiz diive
jako MDT-28 oznacen jiny protein WO1AS.1. Detailni analyza tohoto proteinu ukazala, ze se ve
skutecnosti jedna o ortholog savciho perilipinu. Oba tyto prioritni vysledky se podatilo opravit
v databazi Wormbase a predevSim publikovat v jiz zminovanych tfech vysledkovych ¢lancich.
Doktorandka je také prvoautorkou jednoho impaktovaného review a spoluautorkou dalSich Ctyt

impaktovanych praci.
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Dotazy:
1.

Protein MDT?28 jste detekovala v jadie 1 cytoplazmé bunck sledovanych hlisti. Existuji
hypotézy o zplisobu translokace tohoto proteinu mezi t¢mito bunéénymi kompartmenty a o
jejich biologickém vyznamu? Je popséana iniciace a zpusob translokace pro jiné komponenty
Mediatorového komplexu?

Na stranach 73-74 diskutujete rozdilny fenotyp hlistli s kompletné chybéjicim MDT28 ve
srovnani s hlisty se snizenou expresi pomoci RNA interference. Kromé chybéjicich gonad a
kompletni sterility byly projevy genetické eliminace relativné mens$i, coz vysvétlujete
pfenosem maternalniho MDT28 do vajicka a potazmo do embrya. Je znamo, jak4 je stabilita
jednotlivych podjednotek Mediatorového komplexu nebo pifimo savéiho MED28? Jakym

zpusobem byste mohla otestovat stabilitu MDT28 ve vasem modelu?

. Vyraznéj$i zmény fenotypu jste pozorovala pii pouziti RNA interference. Tyto zmény jste

zachytila na velkém poctu jedinct (u 1127 z 2567 hlistl), ale byly relativné heterogenni (str.
50). Lze ocekéavat homogenni prenos siRNA do jednotlivych bunck pii mikroinjekci do
gonad? Je mozné zhodnotit tzv. off-target efekt u vami pouzité siRNA? Ovéfila jste snizeni
hladiny MDT28 po RNA interferenci pomoci western blotingu?

Na obrazku 16 (str. 62) demonstrujete podobné rozlozeni organizovanych (alfa-helix, beta-
list) a neorganizovanych oblasti savéiho MED28 a MDT28 u hlisti. Jakym zpisobem
mohou pfispivat ,,neorganizované oblasti“ k flexibilnimu sestavovani Mediatorového

komplexu a pfitom zachovavat jeho funk¢nost v aktivaci transkripce?

MUDr. Markéta Kostrouchova predklada velmi kvalitni praci, ve které jasné prokazuje své

tvirdi schopnosti a splituje poZadavky pro udéleni titulu Ph.D. v oboru Biologie a patologie

buriky.
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