Posudek oponenta na praci ing. Pavla Maraska ,Localization matters: function of paxillin and
phospholipids in the cell nucleus”.

Kdyz jsem prijimal oponenturu prace ing.Pavla Maraska, tésil jsem se, co hezkého si prectu. Prvni
rozc€arovani viak pfislo jesté drive, nez jsem vibec zacal Cist text vlastni disertace. Nemohl jsem se
neusmat, kdyz jsem v ,,prohldseni” zaznamenal ,,zpracovala jsem“...uvedla jsem“, podepsan ing. P.
Marasek, v.r. Stejné tak mne prekvapilo, podle mého ndzoru nevhodné , preludium” k praci. V ¢eské
mutaci abstraktu, ktery nasleduje, jsem zaznamenal preklepy a chyby obdobného charakteru.

Zdéseni pak pfrislo pfi ¢teni Introduction. V textu lze nalézt lapsy typu (parafrazuji): ,,eukaryotni burka
se od prokaryotni lisi pfitomnosti intracelularnich organel jako jsou ...ribosomy, ...“. Lipidy zde autor
zarazuje mezi makromolekuly; tvrdi, Ze chromatin ¢i DNA se sklada z genl, stejné tak jako, Ze
transkripce v eukaryotni m systému vyzaduje vazbu prislusného transkripéniho faktoru do promotoru
a vzdalené regulacéni sekvence. Jddro ma podle autora ,,double nuclear envelope” a nékteré proteiny
,zUstavaji v jadre po cely svilj Zivot”. O tom, Ze chybi jakakoliv citace, nemluvé. Chapu, Ze se jednd o
Uvod, nicméné si myslim, 7e takovouto povrchnost si disertant nem@ze dovolit.

Pod skli¢ujicim dojmem z Uvodu jsem &etl text ,Current state of knowledge”. Ten je psan jiz
podstatné lépe, oviem ,formulacni nedopatreni” se autor nevyvaroval ani zde. Napf. na strané 17
,This finding was discovered...” ¢i pfedposledni odstavec na téze strané, ktery alespori mné, nedava
smysl. Na strané 19 pak Ize nalézt kouzelnou vétu popisujici metylaci CpG dinukleotidu v eukyryotni
burice. V rozporu s nadpisem kapitoly jsou citované prace typicky starsi 10 let, mnohdy starsi 15 let.
V této souvislosti nelze nezminit vétu predstavujici posledni odstavec na str. 28 :“ The recent data
..Zhao et al., 1998; Rando et al., 2002)“. Stejné tak tvrzeni na téZe strané, a to,, There is also
emerging evidence ... (Akhar and Gasser, 2007)“. Ponékud skepticky dojem tedy spiSe pretrvaval,
stejné tak jako pochybnosti. Proto jsem i k hodnoceni vysledkl pfistupoval skepticky a posudek asi

vyzniva az hyperkriticky.

Prace se sklada ze dvou ¢3sti, jejichZ pojitkem je v podstaté regulace genové exprese, pro tuto roli,
atypickymi molekulami. V prvni ¢asti se autor pokusil shromazdit dikazy pro hypotézu, Ze paxilin
ovliviiuje expresi genu H19 a IGF2. V druhé ¢asti pak shromaZzduje informace/indicie/dlkazy pro
Ucast PIP2 v expresi poll a polll transkribovanych gen( a jeho dalsi role v jadre a v jadérku.

Vysledky

Autor ukazuje, Ze pomoci shRNA Uspésné snizil hladinu mRNA pro paxilin a rovnéz paxilinu jako
takového. Déle doklad3, Ze snizeni hladiny paxilinu vede k upregulaci exprese genu H19, a to
technikou kvantitativni RT PCR. Autor ddle zkouma vliv downregulace paxilinu na imprinting lokusu
H19/IGF2 a konstatuje pouze negativni zjisténi, jak pro imprinting, tak pro metylaci v kontrolnim
elementu. Na podporu zjisténi, Ze downregulace paxilinu se odrazi ve zméné exprese H19 konstruuje
autor sadu reportérovych plasmidovych konstruktd a ke svému (nikoliv mému) ddivu zjistuje, ze
minimalni promotor nestaci a Uc¢inek se dostavi pouze za pfitomnosti enhanceru (viz ivod). Zatimco
ovlivnéni exprese H19 je oCividné, v interpretaci Ucinku na IGF2 bych byl opatrnéjsi. Neni mi Gplné
jasné, proc autor po té, kdy prokazal upregulaci H19 v nativnim systému, hleda oporu v arteficialnim
systému expresnich vektor(, kde mira neurcitosti je jisté vyssi, a chovani nativniho systému je, tak
jako tak, findlnim testem. Dale autor studuje vazbu paxilinu na jednotlivé elementy H19/IGF2 lokusu
technikou ChIP-PCR. Moje zkusenost s CHIP technologii je takova, Ze kritickd pro hodnoceni vysledku



je kontrola. Myslim si, Ze tomu tak mizZe byt i vtomto pripadé. TotiZ pokud by paxilin vazal cokoliv
nespecificky, velmi pravdépodobné toto ,vytdhneme*”, coz neni ptipad irelevantni protilatky.

V subkapitole I.VI. autor hleda interakce paxilinu s proteiny, které by zprostfedkovaly regulaéni
aktivitu paxilinu na IGF2/H19 promotory, a to technikou pull down spfazenou s LC-MS-MS.
Konstatuje, Ze nalezl jaderné proteiny, mezi jinymi cohesin a podjednotky mediatoru polll. Otazkou
je, jak specificky pull-down byl. Neni neobvyklé touto technikou vytdhnout naprosto irelevantni
»partnery”, a po relevanci je tfeba se ptat. Autor dokonce uvadi, Ze paxilin vaZe tyto proteiny v jadre.

Ill

Pro toto tvrzeni ovsem Zadny dlikaz nepfinesl. To Ze skrze paxilin ,,vytahl“ jaderné proteiny jako
dlikaz nepostacuje. Autor nasledné voli jinou techniku, kterou by potvrdil relevanci tohoto
experimentu. Ponékud nelogicky vsak testuje podjednotky cohesinu SMC1 a SMC2, namisto
podjednotek medidtoru, kde zjisténi vazby by mélo pro tvrzeni, Ze paxilin reguluje transkripci polll,
podstatné vétsi vahu. Pro prlikaz interakce paxilinu s SMC1 a SMC3 pak voli expresi obou partner(

v E. coli, coZ je pfinejmensim neobvyklé a problematické. Pokud by byt i jen jeden z partner( nebyl v
systému E. coli spravné sbalen, ,interakce” bude nasnadé. Lepsi kontrola nez GST, by v tomto pfipadé

byl irelevantni protein, nebo jesté Iépe, zcela jiny expresni systém.

K ¢3sti, v niz byl studovan PIP2 nemam zdsadnich pfipominek, dilem jisté proto, zZe je mi toto
viceméné mikroskopisky resené téma fakticky i metodicky vzdalené. Pfesto jsem se zarazil, kdyz jsem
nalezl tvrzeni, Ze inkubace bunék s volnou fosfolipazou C vedla k sniZzeni PIP2 o0 18%. Na jednu stranu
nevim, zda je moziné, aby extraceluldrné pridany enzym ménil hladinu substratu pfitomného v burice,
a soucasné se mi to zda mdlo, aby to mohlo néjak vyznamné ovlivnit procesy, které podle autora PIP2
ovliviiovat ma. Rovnéz jsem se podivil, kdyzZ jsem si pfecetl, Ze transkripce in situ byla mérena skrze
zabudovany fluorouridin (nikoli florouridin) fluorescenéné, az jsem v metodach nalezl, Ze skrze
protilatku proti bromodezoxiuridinu (mimochodem tato protilatka neni v seznamu a nelze se tedy
dopatrat, jak byla detekce provedena). Autor disertace mj. v sérii obrazk( vzniklych pomoci
imunodetekce protilatkou s navazanou zlatou partikuli ukazuje, Ze PIP2 ostrlivky se nachazeji

v jadrech de facto vSech eukaryot, a tento ndlez povazuje za d(ikaz jejich evolu¢ni konzervance.
Nemohu se ubranit dojmu, Ze tu chybi ,,vyjimka, potvrzujici pravidlo“, a ptdm se sdm sebe, zda nalez
shluk( bodl ve viech studovanych systémech spiSe neindikuje artefakt. Stejné tak by se skeptik mohl
ptat, zda konstelaci ,tecek” na obrazku 24C nelze jednoduse vysvétlit nahodnym vyskytem v daném
prostoru.

Prace ma 86 stran a obsahuje viechny obvyklé ¢asti. Uvod (2 strany), prehled sou¢asného poznéni
(17), cile, vysledky (21), diskusi (7), zavér, dalsi perspektivy, metody (7), reference. Prace je neobvykle
metodicky bohatd. Popis metod, zatazeny aZ na konec spisu, je psan velmi Usporné, bez zbytecnych
detail(, které Ize nalézt napf. ve firemnich materialech ¢i citovanych pracich. Popis vysledkd je
vystizny, byt rovnéz ponékud Usporny. V préci lze nalézt 27 obrazkd, z toho 17 komplexnich a dobfe
popsanych obrazk( dokumentuje vysledky prace (v jednom pfipadé se nejednd o obrazek, nybrz
tabulku). DoloZeno je Cerpani informaci z ~200 literarnich pramend.

Disertace je napsana ¢tivou angli¢tinou, kterd je velmi dobré Urovné. Krom preklepl se v ni témér
nevyskytuji formalni chyby.

Prvni ¢ast disertace je predmétem dosud neuverejnéného manuskriptu, jehoZ je ing. P. Marasek
prvnim autorem. Cést druhd byla jiz dilem publikovéna, dilem na zvefejnéni rovnés éeka. Zde je P.
Marasek tretim resp. ¢tvrtym autorem.



Na autora mam nasledujici otazky:

Je skutecné pritomnost NES a inhibice exportu proteinu z jadra leptomycinem B dikazem jeho
pendlovani? Nelze nalézt jiné vysvétleni, zejména pokud nemd NLS?

Proc se nepokusil o pull-down z lyzatu jader?

Deklarovany experimentalni podil na publikacich (str. 84) vztahujicich se k druhému oddilu je
podstatné uzsi, nez odpovida popisovanym experimentim v predloZzené disertaci. Jaka ¢ast druhého
oddilu disertace vznikla jeho vlastni experimentalni praci?

Praci doporucuji k pfijeti pod podminkou, Ze autor do obhajoby dolozi publikaci ¢i pfijeti prvniho
z manuskriptl a ozfejmi a obhaji sv(j podil na ¢asti disertace, tykajici se PIP2.

V Praze 15.6.2015 Doc. RNDr. Frantisek Puta, CSc.



