
Posudek oponenta na práci ing. Pavla Maráška „Localization matters: function of paxillin and 

phospholipids in the cell nucleus“. 

Když jsem přijímal oponenturu práce ing.Pavla Maráška, těšil jsem se, co hezkého si přečtu. První 

rozčarování však přišlo ještě dříve, než jsem vůbec začal číst text vlastní disertace. Nemohl jsem se 

neusmát, když jsem v „prohlášení“ zaznamenal „zpracovala jsem“…uvedla jsem“, podepsán  ing. P. 

Marášek, v.r. Stejně tak mne překvapilo, podle mého názoru nevhodné „preludium“ k práci. V české 

mutaci abstraktu, který následuje, jsem zaznamenal překlepy a chyby obdobného charakteru. 

Zděšení pak přišlo při čtení Introduction. V textu lze nalézt lapsy typu (parafrázuji): „eukaryotní buňka 

se od prokaryotní liší přítomností intracelulárních organel  jako jsou ...ribosomy, ...“. Lipidy zde autor 

zařazuje mezi makromolekuly; tvrdí, že chromatin či DNA se skládá z genů, stejně tak jako, že 

transkripce v eukaryotní m systému vyžaduje vazbu příslušného transkripčního faktoru do promotoru 

a vzdálené regulační sekvence. Jádro má podle autora „double nuclear envelope“ a některé proteiny 

„zůstávají v jádře po celý svůj život“. O tom, že chybí jakákoliv citace, nemluvě. Chápu, že se jedná o 

Úvod, nicméně si myslím, že takovouto povrchnost si disertant nemůže dovolit. 

Pod skličujícím dojmem z Úvodu jsem četl text „Current state of knowledge“. Ten je psán již 

podstatně lépe, ovšem „formulační nedopatření“ se autor nevyvaroval ani zde. Např. na straně 17 

„This finding was discovered…“ či předposlední odstavec na téže straně, který alespoň mně, nedává 

smysl. Na straně 19 pak lze nalézt kouzelnou větu popisující metylaci CpG dinukleotidu v eukyryotní 

buňce. V rozporu s nadpisem kapitoly jsou citováné práce typicky starší 10 let, mnohdy starší 15 let. 

V této souvislosti nelze nezmínit větu představující poslední odstavec na str. 28 :“ The recent data 

…Zhao et al., 1998; Rando et al., 2002)“. Stejně tak tvrzení na téže straně, a to „ There is also 

emerging evidence … (Akhar and Gasser, 2007)“. Poněkud skeptický dojem tedy spíše přetrvával, 

stejně tak jako pochybnosti. Proto jsem i k hodnocení výsledků přistupoval skepticky a posudek asi 

vyznívá až hyperkriticky. 

Práce se skládá ze dvou částí, jejichž pojítkem je v podstatě regulace genové exprese, pro tuto roli, 

atypickými molekulami. V první části se autor pokusil shromáždit důkazy pro hypotézu, že paxilin 

ovlivňuje expresi genu H19 a IGF2. V druhé části pak shromažďuje informace/indicie/důkazy pro 

účast PIP2 v expresi polI a polII transkribovaných genů a jeho další role v jádře a v jadérku.  

Výsledky 

Autor ukazuje, že pomocí shRNA úspěšně snížil hladinu mRNA pro paxilin a rovněž paxilinu jako 

takového. Dále dokládá, že snížení hladiny paxilinu vede k upregulaci exprese genu H19, a to 

technikou kvantitativní RT PCR. Autor dále zkoumá vliv downregulace paxilinu na imprinting lokusu 

H19/IGF2 a konstatuje pouze negativní zjištění, jak pro imprinting, tak pro metylaci v kontrolním 

elementu. Na podporu zjištění, že downregulace paxilinu se odrazí ve změně exprese H19 konstruuje 

autor sadu reportérových plasmidových konstruktů a ke svému (nikoliv mému) údivu zjišťuje, že 

minimální promotor nestačí a účinek se dostaví pouze za přítomnosti enhanceru (viz úvod). Zatímco 

ovlivnění exprese H19 je očividné, v interpretaci účinku na IGF2 bych byl opatrnější. Není mi úplně 

jasné, proč autor po té, kdy prokázal upregulaci H19 v nativním systému, hledá oporu v arteficiálním 

systému expresních vektorů, kde míra neurčitosti je jistě vyšší, a chování nativního systému je, tak 

jako tak, finálním testem. Dále autor studuje vazbu paxilinu na jednotlivé elementy H19/IGF2 lokusu 

technikou ChIP-PCR. Moje zkušenost s CHIP technologií je taková, že kritická pro hodnocení výsledku 



je kontrola. Myslím si, že tomu tak může být i v tomto případě. Totiž pokud by paxilin vázal cokoliv 

nespecificky, velmi pravděpodobně toto „vytáhneme“, což není případ irelevantní protilátky. 

V subkapitole I.VI. autor hledá interakce paxilinu s proteiny, které by zprostředkovaly regulační 

aktivitu paxilinu na IGF2/H19 promotory, a to technikou pull down spřaženou s LC-MS-MS. 

Konstatuje, že nalezl jaderné proteiny, mezi jinými cohesin a podjednotky mediátoru polII. Otázkou 

je, jak specifický pull-down byl. Není neobvyklé touto technikou vytáhnout naprosto irelevantní 

„partnery“, a po relevanci je třeba se ptát. Autor dokonce uvádí, že paxilin váže tyto proteiny v jádře. 

Pro toto tvrzení ovšem žádný důkaz nepřinesl. To že skrze paxilin „vytáhl“ jaderné proteiny jako 

důkaz nepostačuje. Autor následně volí jinou techniku, kterou by potvrdil relevanci tohoto 

experimentu. Poněkud nelogicky však testuje podjednotky cohesinu SMC1 a SMC2, namísto 

podjednotek mediátoru, kde zjištění vazby by mělo pro tvrzení, že paxilin reguluje transkripci polII, 

podstatně větší váhu. Pro průkaz interakce paxilinu s SMC1 a SMC3 pak volí expresi obou partnerů 

v E. coli, což je přinejmenším neobvyklé a problematické. Pokud by byť i jen jeden z partnerů nebyl v  

systému E. coli správně sbalen, „interakce“ bude nasnadě. Lepší kontrola než GST, by v tomto případě 

byl irelevantní protein, nebo ještě lépe, zcela jiný expresní systém. 

K části, v níž byl studován PIP2 nemám zásadních připomínek, dílem jistě proto, že je mi toto 

víceméně mikroskopisky řešené téma fakticky i metodicky vzdálené. Přesto jsem se zarazil, když jsem 

nalezl tvrzení, že inkubace buněk s volnou fosfolipázou C vedla k snížení PIP2 o 18%. Na jednu stranu 

nevím, zda je možné, aby extracelulárně přidaný enzym měnil hladinu substrátu přítomného v buňce, 

a současně se mi to zdá málo, aby to mohlo nějak významně ovlivnit procesy, které podle autora PIP2 

ovlivňovat má. Rovněž jsem se podivil, když jsem si přečetl, že transkripce in situ byla měřena skrze 

zabudovaný fluorouridin (nikoli florouridin) fluorescenčně, až jsem v metodách nalezl, že skrze 

protilátku proti bromodezoxiuridinu (mimochodem tato protilátka není v seznamu a nelze se tedy 

dopátrat, jak byla detekce provedena). Autor disertace mj. v sérii obrázků vzniklých pomocí 

imunodetekce protilátkou s navázanou zlatou partikulí ukazuje, že PIP2 ostrůvky se nacházejí 

v jádrech de facto všech eukaryot, a tento nález považuje za důkaz jejich evoluční konzervance. 

Nemohu se ubránit dojmu, že tu chybí „výjimka, potvrzující pravidlo“, a ptám se sám sebe, zda nález 

shluků bodů ve všech studovaných systémech spíše neindikuje artefakt. Stejně tak by se skeptik mohl 

ptát, zda konstelaci „teček“ na obrázku 24C nelze jednoduše vysvětlit náhodným výskytem v daném 

prostoru. 

Práce má 86 stran a obsahuje všechny obvyklé části. Úvod (2 strany), přehled současného poznání 

(17), cíle, výsledky (21), diskusi (7), závěr, další perspektivy, metody (7), reference. Práce je neobvykle 

metodicky bohatá. Popis metod, zařazený až na konec spisu, je psán velmi úsporně, bez zbytečných 

detailů, které lze nalézt např. ve firemních materiálech či citovaných pracích. Popis výsledků je 

výstižný, byť rovněž poněkud úsporný.  V práci lze nalézt 27 obrázků, z toho 17 komplexních a dobře 

popsaných obrázků dokumentuje výsledky práce (v jednom případě se nejedná o obrázek, nýbrž 

tabulku). Doloženo je čerpání informací z ~200 literárních pramenů. 

Disertace je napsána čtivou angličtinou, která je velmi dobré úrovně. Krom překlepů se v ní téměř 

nevyskytují formální chyby. 

První část disertace je předmětem dosud neuveřejněného manuskriptu, jehož je ing. P. Marášek 

prvním autorem. Část druhá byla již dílem publikována, dílem na zveřejnění rovněž čeká. Zde je P. 

Marášek třetím resp. čtvrtým autorem.   



Na autora mám následující otázky: 

Je skutečně přítomnost NES a inhibice exportu proteinu z jádra leptomycinem B důkazem jeho 

pendlování? Nelze nalézt jiné vysvětlení, zejména pokud nemá NLS? 

Proč se nepokusil o pull-down z lyzátu jader?  

Deklarovaný experimentální podíl na publikacích (str. 84) vztahujících se k druhému oddílu je 

podstatně užší, než odpovídá popisovaným experimentům v předložené disertaci. Jaká část druhého 

oddílu disertace vznikla jeho vlastní experimentální prací? 

 

Práci doporučuji k přijetí pod podmínkou, že autor do obhajoby doloží publikaci či přijetí prvního 

z manuskriptů a ozřejmí a obhájí svůj podíl na části disertace, týkající se PIP2. 

 

V Praze 15.6.2015    Doc. RNDr. František Půta, CSc. 


