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Niizev price:
Changes in domain organization of the plasma membrane in the stress response / Zmény
doménového uspoiiadani plasmatické membriny v odpovédi na stres

Predklidana disertaéni price se zabyva studiem fyziologické dlohy specifickych domen
v plasmatické membrané kvasinck - MCCleisosomi, Zabyva se zejména ulohou téchto
mikrodomén pfi edpovédi bunék na nedostatek glukdzy pfi pfechodu z exponencidlni do post-
diauxické/staciondmi fize riistu a také podstatou tvorby MCCleisosomd v buiikach kvasinek.
Autorka si stanovila Sest jasné definovanych diltich ciliy, které naplnila v experimentilni Listi
price, Bylo potvrzeno, ¢ klicovd bunéfna exoribonukleasa Xrnl je za nedostatku glukdzy
sckvestrovana v MCCleisosomélnich mikrodoméndch. DosaZené vysledky ukazuji, Ze tento
reverzibilni jev je dilezity k regulaci metabolismu mRNA a k efektivni adaptaci bunék na
nedostatek/pritomnost fermentativniho  zdroje uhliku. Prace pfinddi také nové poznatky
tykajici se fyvziologické alohy proteinu Neel02. Bylo zjisténo, Ze pii nedostatku glukézy je
tento protein re-lokalizovan 2 MCCleisosomi do mikrodomén ve vakuoldrni membrang, kde
by mohl hrit uréitou roli v degradaci lipidovych partikuli. Posledni Cast price je vénovina
objasnéni podstaty formovini MCC/eisosomi v membrinach kvasinek a bylo zjifténo pomoci
Gspéiné rekonstituce podlouhlych eisosomi typickych pro buitky Schizesaccharomyces
pombe v membrinich Saccharomyces cerevisiae, e marfologii eisosomi neurtuje sloZeni
plasmatické membrany, ale proteiny, které MCCleisosomalini domeny tvofi. DosaZené
vysledky price byly publikovany ve dvou primarnich publikacich v Gasopise Europcan
Jourmal of Cell Biology, u nich# je doktorandka prvni autorkou. Na ziklad® predlozenych
podilii na publikacich, se dokiorandka u obou vyznamné podilela jak na experimentilni prici,
analyze dat, tak také na jejich sepisovini,

Price ma celkem 146 stran s 36 obrizky. Je psina étivé v anglickém jazyce témei bez
pravopisnych chyb (pokud mohu jako nerodili mluvéi posoudit) &i pieklepd. Price je
roedilena do deviti kapitol. Dotazy a pfipominky k nékterym kapitoldm uvadim zvIast niZe.

Uvod a Litersirni pFehled (34 stran) je rozdélen do Sesti hlavnich podkapitol, které na sebe
logicky navazuji a ve kterych autorka dobfe popsala i analyzovala dostupné soudasne
pornatky o struktufe, sloZeni, vzniku a dloze MCCleisosomalnich domén v niZsich
cukarvotech, Text je vystizné dopinén prehlednymi obrizky. Autorka v této éasti prokizala
rozsdhlou znalost literatury ve studovaném oboru, o demZ svedéi seznam vice nez 230 citaci
v zAvéru price. Literirni piehled obsahuje viechny dilezité informace nutné pro porozuméni
experimentilni dsti prace.

Pripominky a dotazy:

1. Do dvodu by bylo vhodné zaFadit jeité vice informaci o strukture jednotlivych
studovanych komponent na  aminokyselinové Grovni, jeliko se na napf.
strukturu/sekvenci  Neel02/SpFhnl. Slel/SpSegl odkazuje v dalSich kapitolich
Vysledki a Diskuze,

2 Je znamo néco o 3D-struktufe jednotlivich komponenti tvoficich MCCleisosomy?
Byly nékteré soutdsti téchto  struktur  napf. krystalizoviny? Jaka je
strukiura/aminokyselinové slozeni a konkrétni Gloha BARF-BAR domeén?




3. Maji studované proteiny, jez formuji kvasinkové MCCleisosomy své homology i

v Fivotifnvch bunikach?

Co konkrémé (jaky typ stresu) znamend plasma-membrane stress v obrazku &. 67

5. Je néco zndmo o uloze MCCleisosomi v hyperosmotickém Soku v propojeni se
signilni drihou HOG, kterd je klicovd v odpovédi buiky na hyperosmoticky stres?

-m

V kapitole Materidl a metody (16 stran) jsou popsiny viechny metody pouZivané
v experimentilni éasti price. Ze seznamu metod je patmé, Ze autorka si béhem disertalni
price osvojila fadu mikrobiologickych a molekuldme  biclogickych postupl  a
mikroskopickych technik.

Pripominky a dolazy:
1. Pro lepdi piehlednost a zjednodudeni by seznam a slozeni médii mohly byt ve zviasini
podkapitale.

2, W Tab. 2 je uvedeno 44 novych kmend, pfipravenych v predklidané prici. Viechny
jste konstruovala sama?

3. Cim si vysvétlujete rozdilné doby dosaZeni posi-disuxické fize (spotfebovini
glukdzy) u divokého kmene Y410 a daldich pouzitgch kmeni, napf. Y5687

4. Vekteryeh experimentech jste pouzivala k izolaci proteind popsanou metodu | a
ve kterych metodu 27 Co rozhodovalo o jejich poukiti?

5. PH viech uvedenych mikroskopickych pozorovinich byly budky imobilizovany?
Proé?

Kapitola V¥sledky md 55 stran véetné 29 obrdzki a je rozdélena do tfech hlavnich podkapitol
podle studované problematiky. Obsahuje jak visledky obsaZené v publikacich. tak také dosud
nepublikované visledky, které autorka béhem studia ziskala. NavrZené experimenty a pouZité
metady jsou vidy dobfe zdivodniny. Popisy pokust, obrizki i ziskanych vysledkl jsou
vystizné. Vicchny vysledky jsou graficky dobfe zpracoviny.
Pripominky a dotazy:
I. Vprici je uvedeno. #e lokalizace Xml vMCCleisosomech je specificka pro
nedostatek glukozy, Pfi nedostatku jinych nutrientil (napf. zdroje dusiku) zistdva
v eyvtosolu?

2. Jak vypadd struktura Xml, WNeel02 a dalfich studovanych proteini  na
aminokyselinové trovni? Neovliviiuje znadeni fluorescencnimi proteiny jejich funkci?
Co mide byt signdlem pro jejich re-lokalizaci v ramei bufiky? Samotnd struktura nebo
vazba na néjaky protein?

Jak byly vkap. 5.2.2 ziskény procentudlni vyjddfeni wvyskytu Neel 02-GFP

v mikrodoméndch ve vakuolarni membring?

4. Mizete detailngji popsat signaly detekovanyeh proteind ukdzanych na cbr, 25 a 277

5. MlZete popsat postup analyzy intenzity fluorescence ly/lc proteind napf. Pill-GFP na
obr, 31D7 Jaky software jste vyuZivala?

Lt

Kapitola Diskuze ma 12 stran. Autorka dobfe diskutuje viechny dosaZené vysledky
s ohledem na vvsledky znamé z literatury, Autorka si poklidd nové otazky, kiere vyvstaly na
zikladé jejich vysledkid, navrhuje mo#nd fedenl. jak na né odpovédét, col svéddi o jejim
zajmu o danou problematiku.
Pripominky a dotazy!
1. V Gvodu (str. 18) je uvedeno, 2e Neel02 je esencidlni pro stabilizaci eisosomi. Pokud
za nepfitomnosti glukézy dochdzi k jeho re-lokalizaci do membrin vakuol, co se stane
s cisosomy, kieré jsou za tichto podminek dileZité pro sekvestraci Xml? Exprese




homologu Neel 02 - proteinu Fhnl je za serobnich podminek sniZena (str. 18). Jak je
tedy stabilita MCC/eisosomu za nedostatku glukdzy zachovana?

2. Jakym zplisobem/mechanismem se dostane NeelD2 z plasmatické membriny do
vakuolarni? MiZzou zde hrat roli nékteré proteiny potfebné pro endocytozu? Nebo se
jednd o nové syntetizované molekuly, kleré jsou rovnou smérovany do vakuolarni
membriny?

3. Je znamo jaky tyvp vazby je mezi proteiny v MCCleisosomech? Bylo by moZné
poskladat tyto domény i vitro?

Zavérem bych chiéla konstatovar, 2e disertalni prace Mgr. Vaskovicové pfinddi fadu
novyech velmi zajimavych poznatkd ve fyziologii niZSich eukaryol a ukazuje nové moZné
mechanismy adaptace buiky na zmény ve vnéjiim prostfedi. Dle mého nizoru predloZend
dizertaéni prace zcela prokazuje schopnosti kandiditky k tvofivé védecké praci v oblast
vyzkumu a vivoje, splituje vyiytené cile a ké viechny pfedepsané podminky. dle § 47, odst.
4 zikona & 111/1998 Sb., a tudiz deporuduji tuto disertaéni praci k obhajobeé.
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