Oponentsky posudek doktorské disertacni prace Mgr. Tomase Venita
»Myosin 1c isoforms and their functions in the cell nukleus and in the cytoplasm*

V predlozené disertacni praci se Mgr. TomaS Venit zabyva dilezitym tématem, jimz je
objasnéni jadernych a cytoplazmatickych funkci isoforem myosinu 1c. Disertace vznikala pod
vedenim Prof. Pavla Hozaka na Ustavu molekularni genetiky AV CR v Praze. Disertant
v ramci své prace uvadi tii publikace, bud” jiz zvefejnéné ¢i piijaté ke zvefejnéni v kvalitnich
Casopisech a dale a jeden rukopis prace ptipraveny k odeslani k recenzi. Mgr. Tomas Venit je
na zahrnutém rukopisu a publikacich dvakrat uveden jako prvni autor.

Prace je uvedena pichlednym sedmistrankovym tvodem do problematiky myosinu a
metabolismu fosfolipidi. Na konci ivodni kapitoly jsou uvedeny Ctyfi hlavni cile disertacni
prace: 1) Identifikace domény jaderného myosinu NMI, ktera je zodpovédna za jeho
lokalizaci do bunééného jadra a objasnéni mechanismu tohoto transportu; 2) Funkce interakci
PIP2 v buné¢ném jadie v prubéhu transkripce; 3) Charakterizace fenotypu NM1 KO mysi; 4)
Funkce NM1 myosinu mimo bunééné jadro. Velmi jsem uvital, ze u kazdé zahrnuté publikace
¢i rukopisu autor vzdy uvadi sviij konkrétni podil.

Pii feSeni prvniho dil¢iho cile se autor podilel na zjisténi, ze v molekule jaderného
myosinu NM1 se nachazi jaderny lokaliza¢ni signal neobvyklé sekvence, ktery vsak
umoziuje také jaderny import cytoplazmatického myosinu lc. Tato sekvence se nachazi
v oblasti vazby na kalmodulin. Bylo zjisténo, ze tato ¢ast molekuly je zodpovédna za import
myosinu NM1 do buné&¢ného jadra po mitoze. Tyto vysledky jsou soucasti prvni zahrnuté
publikace v ¢asopise PlosOne.

Otazky druhého dilciho cile byly feSeny v rukopisu pfijatém ke zvefejnéni v ¢asopise
Journal Cell Science. Autoii prokazali, ze PIP2 je novou dulezitou komponentou Pol I
transkripce. Disertant se na praci podilel zejména ptipravou né¢kolika konstruktti pro expresi
specifickych proteint z plasmidi a jejich néslednou purifikaci.

Pro tuto disertaci povazuji za nejvyznamngj$i vysledky, které Tomas$ Venit ziskal
zejména pii feSeni zejména tietiho a ctvrtého dil¢iho utkolu. Jako prvni autor je uveden na
recentni publikaci v ¢asopise PlosOne, ktera fesi treti dil¢i ukol této disertace, jimz je piiprava
a fenotypicka analyza mysiho dele¢niho mutantu v jaderném myosinu 1. Disertant ma hlavni
podil na pfipravé mutantu, vSech analyzich a sepisovani rukopisu. Autoii zjistili, Ze
cytoplazmaticky myosin 1c (Myolc) mize nahradit jaderny myosin 1 (NM1) v jeho jaderné
funkci.

Podobné vyznamny byl i podil disertanta na vysledcich ziskanych v radmci feSeni
¢tvrteho dil¢iho cile, které tykaji funkci jaderného myosinu 1 v cytoplazmé a jsou soucasti
zahrnutého rukopisu. Tomas Venit v ramci feSeni tohoto dil¢iho cile pfipravil NM1 WT a KO
mySi bunéfné linie produkujici NM1 nebo GFP. Dale provedl porovnani exprese ve
vybranych organech a koZnich fibroblastech z NM1 KO a WT mysi, analyzoval fenotyp
bunéénych linii, provadél experimenty a sepsal rukopis. Autofi v této praci ukazuji, ze myosin
NMI1 ma i v cytoplazmé nékteré funkce, ve kterych nemize byt zastoupen myosinem 1c.
Autofi navrhuji, ze myosin NMI1 se muze specificky ucastnit regulace riznych
transmembranovych kanala.

Vzhledem k tomu, ze fada vysledkii uvedenych v disertaci a zahrnutych publikacich jiz
prosla recenznim fizenim, lze je povazovat za kvalitni a prokdzané. Mohu konstatovat, Ze
zadané dil¢i cile 1 hlavni cil disertace, provérit odliSnosti jaderného a cytoplazmatického
myosinu, byly splnény.

Otazky:
1) Mate vysvétleni mozného zapojeni jaderného myosinu NM1 v dynamice jaderné
membrany po mit6ze?



2) Prokazali jste, ze obé& isoformy myosinu vstupuji do bunééného jadra a ze isoforma
Myolc v bunééném jadie muze nahradit isoformu NM1 v jeji jaderné funkci pii
transkripci. Dale jste ukazali, ze by isoforma NM1 mohla mit specializovanou
funkci v cytoplazmé. Nejedna se tedy spise o specificky cytoplazmaticky myosin?

3) Uvadite nazor, ze myosin NM1 muze asistovat v regulaci riznych iontovych kanalt
na plazmatické membrané. Byly zjistény néjaké rozdily v reakci NM1 KO a WT
bun¢k na dalsi typické bunécné stresy kromé hypotonie, napt. po hypertonickém ¢i
solném stresu?

4) Upfesnéte, ve které fazi je rukopis ¢tvrté zahrnuté publikace?

Zaver: Disertacni prace Mgr. Tomase Venita ma vybornou uroveil. Autor nepochybné
prokazal schopnost samostatné prace s odbornou literaturou, spoluprace ve védeckém tymu i
schopnost sepsat védeckou publikaci. Nékteré vysledky obsazené v disertaéni praci lze
prifadit ke $pickovym poznatkim Vv oblasti bunééné biologie. Prace ma vsechny potiebné
formalni nélezitosti a dle mého nazoru vyhovuje kritériim, ktera jsou kladena na doktorskou
diserta¢ni praci. Praci doporucuji k obhajob¢ a po jejim uspésném pribéhu doporucuji udélit
autorovi titul PhD.

V Praze dne 13.5.2013

Ing. Jiti Hasek, CSc.



