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Posudek skolitele na na doktorskou praci M.Sc. Anastasiya Klebanovych
»Regulatory mechanisms of centrosomal microtubule nucleation”

Prace byla vypracovana na Oddéleni biologie cytoskeletu Ustavu molekularni genetiky
AV CR, v.v.i. a jeji téma je v souladu se zaméFenim tohoto oddéleni. Pfedkladana prace
se sklada z péti publikovanych praci (vetné review) a jednoho manuskriptu. U tfech
praci, kde je M.Sc. Anastasiya Klebanovych prvnim autorem, formulovala pracovni
hypotézy, provedla klicové experimenty a pfipravovala rukopis prace. U zbyvajicich
experimentélnich praci je jeji podil mensi, ale rovnéz vyznamny. Ugastnila se na nich
zejména sledovanim distribuce proteinti v butikach, izolaci y-tubulinovych oligomert a
jejich mikroskopickou analyzou.

Pochopeni regulacnich mechanismil pfi zménéch v organizaci cytoskeletu v prubéhu
aktivace bun¢k nebo za patologickych stavl je v centru pozornosti molekularni biologie
cytoskeletu. Z metodického hlediska je v soucasné dobé ziejmy velky rozvoj metod
kvantifikace dynamiky mikrotubuld v zivych bunkach. Na Oddéleni biologie
cytoskeletu se dlouhodobé vénujeme studiu regula¢nich mechanismim nukleace
mikrotubuld pfi riznych bunéénych procesech. V rameci té€chto studii se i1 diky praci
M.Sc. Anastasiya Klebanovych podafilo ziskat nékteré prioritni nalezy z oblasti
regulace mikrotubulll. Jde zejména o tyto nové poznatky.

Pti aktivaci Zirnych bunék kostni diené dochéazi k prechodnym zménam v
organizaci cytoskeletu, vcetné zvySené polymerace tubulinu, které jsou zavislé na
aktivaci protein tyrosin kinaz ze Src a Syk rodin. Bylo proké4zéano, Ze protein tyrosin
fosfataza SHP-1, inhibuje jak degranulaci bungk, tak tvorbu mikrotubularnich vybézki a
de novo nukleaci mikrotubuli. Muze tak regulovat mikrotubuly v pozdnich fazich
aktivace Zirnych buné€k. Tyto nalezy poprvé ukéazaly Gi¢ast protein tyrosin fosfatazy pfi
regulaci nukleace mikrotubult interfaznich bunék.

Dulezitym nalezem je jednoznacny prikaz asociace profilinu 1 s proteiny v-
tubulinovych komplexii a jeho centrozomalni lokalizace v pribéhu bunécéného cyklu.
Profilin 1 také moduluje nukleaci mikrotubult. Tyto experimenty prokazaly, Ze profilin
1 muze v oblasti centrozOmu regulovat nejen aktinovad filamenta ale 1 mikrotubuly.
Profilin by se tak mohl pfifadit k proteintim, které koordinuji organizaci téchto dvou
cytoskeletalnich systémd.

UFMylace je nové identifikovand posttransla¢ni modifikace, pro kterou je klicova
UFL1 ligdza jez umoziiuje vazbu malého UFMI1 proteinu na substraty. S UFLI
interaguje adaptorovy proteiny C53, u n¢hoz jsme diive prokazali interakci s y-
tubulinem. Experimenty prezentované v této doktorské préaci ukazuji, ze delece UFL1
nebo C53 vede k ER stresu, zvySené nukleaci mikrotubuli a expanzi ER. Ke stejnym
zménam dochézi, kdyz je ER stres indukovan farmakologicky. Jde o prvni praci, ktera
ukazuje, ze zvySena nukleace mikrotubuli by mohla napoméhat k expanzi mikrotubuli
a zachovani ER homeostazy.
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Béhem doktorského studia Anastasiya zvladla fadu mikroskopickych technik a metod
bunécné biologie. V ramci své prace na oddeleni zavedla semi-automatickou
kvantifikaci nukleace mikrotubull u neadherentich bunék, kvantifikaci nukleace
mikrotubuld v zivych buiikach riznych bunéénych typl, a mikroskopickou analyzu y-
tubulinovych filament. Jeji prace tak vedla k vyznamnému rozSiteni metodického
zazemi oddéleni. Podilela se také na blizsi charakterizaci signdlnich drah, které reguluji
dynamiku mikrotubuli. Tyto pokracujici projekty nejsou zahrnuty v predkladané
doktorské praci. Rad bych zde vyzdvihl jeji zapal pro nové metodické pfistupy pii feSeni
védeckych otdzek, jakoz 1 kritické hodnoceni experimentalnich vysledk.

M.Sc. Anastasiya Klebanovych prokézala schopnost samostatné védecké préce, aktivné
prezentovala dosazené vysledky na domacich i zahrani¢nich konferencich a ptredavala
sveé bohaté experimentélni zkuSenosti kolegiim z dalSich laboratofi. Jsem pfesvédcéen, ze
ziskané vysledky a jejich publikovani jsou dokladem zdarného dokonceni doktorské
prace a doporucuji proto po Uspésné obhajobeé udéleni védecké hodnosti Ph.D.

V Praze 30. kvétna 2021 doc. RNDr. Pavel Draber, DSc.



