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Problematika predkladané prace spada do intenzivné studované oblasti bunécné biologie
cytoskeletu zaméfené na charakterizaci role gamma-tubulinu v nukleaci mikrotubulti v
zivoc¢isnych bunkach, pifedev§im na interakce tohoto protein se signaliza¢nimi molekulami.
Ziskané vysledky pomohou k pochopeni regulaénich mechanizmti pii tvorbé mikrotubult v
odpovédi bun€k na vnitini i vnéjsi signaly. Prace je soucdsti dlouhodobého vyzkumného
programu feSeného systematicky na Skolitelském pracovisti v laboratofi Biologie cytoskeletu
v Ustavu molekularni genetiky AVCR Praha.

Formalni Groven prace je dobra, text je psany v anglickém jazyce bez vaznéjsich nedostatki
jak po strance kvality anglického textu, tak po strance formula¢ni. V prvni ¢asti je na 36
strandch textu klasickou formou a s pouzitim nejnovéjsich udaji z literatury shrnuta tématika
a vyty&eny cile prace. Cile prace jsou jasné formulovany. Uvod k jednotlivym publikacim je
dostate¢ny a obsahuje také informace o podilu Markéty Cernohorské na tchto publikacich z
nichZ je zfejmé, ze podil predkladatelky na experimentéalni praci a pii zpracovani a
interpretaci vysledka byl vyznamny.

V pribéhu fedeni disertaéni prace se Marketa Cernohorska podilela na experimentech
zamé&fenych na charakterizaci role gamma-tubulinu v nukleaci a organizaci mikrotubult. Pfi
své praci pouzivala fadu nejnovéjsich technik klonovacich, pracovala s expresi GFP a
tagovanych forem proteind, a pouzivala techniky RNAI. Zaméfila se na mikroskopické
techniky jako sledovani dynamiky plus konce mikrotubulti a jeho vyuZiti pro sledovani
nukleace a ristu mikrotubult po aplikaci drog depolymerizujici mikrotubuly. Tato technika
byla také vyuzita pro stadium urovné nukleace mikrotubulti v buiikach s manipulovanou
hladinou GIT/PIX proteinti a PAK1 kinaz pii charakterizaci jejich role v tvorbé mikrotubuld.
Pouzivané mikroskopické techniky dovedla Marketa Cernohorska na dobrou urovet a pii
analyze studovanych bunéénych pochodi dosahla zajimavych vysledkd.
Git/Pix a Pakl kinaza piedstavuji novy signaliza¢ni modul, ktery ma ulohu v centrozomech v
regulaci gamma-tubulinu a jeho proteinovych komplext v organizaci a nukleaci mikrotubuld.
1. Zajimava je vami zjisténa uloha GIT/PIX a PAKI1 kinazy v regulaci nukleace
mikrotubuld. Vase vysledky ukazuji na Glohu GIT a PIX proteinti jako scaffoldingu.
Jaké molekularni mechanismy jsou za odliSnou funkci GIT coby aktivatoru a PIX



proteinu jako inhibitoru nukleace a jak je v této signaliza¢ni kaskadé zapojena PAK1
kinaza?

2. Prti charakterizaci proteinovych interakci gama-tubulinu lze provadét imunopurifikaci
endogennniho gamma-tubulinu s protilatkami proti gama-tubulinu a nebo purifikaci
exprimovaného gamma-tubulinu s GFP nebo s jinou znackou. MiZzete srovnat oba
piistupy; muze se populace proteint purifikovana s gamma-tubulinem v téchto
odlisnych systémech lisit?

3. Sledovali jste roli GIT/Pix proteint v regulaci organizace mikrotubula v zirnych
bunkach a v jinych typech bunék, Je mozné na zéklad¢ studia odlisnych bunécnych
typl zobecnit funkci a vyznam GIT/P1X a PAK1proteinu v regulaci funkce gamma-
tubulinu v riznych typech eukaryotnich bun¢k?

4. V posledni dobé¢ se objevila cela fada publikaci o novych regula¢nich mechanismech
pfi fizeni nuklea¢ni funkce gamma-tubulinu a jeho komplexd, mizete zaradit vase
vysledky o Git/Pix a PAK1 do tohoto $ir§iho kontextu?

5. GIT protein ma roli v endocytose. Pozorovali jste ve vaSich experimentech moznou
funkci GIT-PIX a PAK1 mimo centrozom, napiiklad v pochodech souvisejici s
dynamikou membran , polaritou bunék ¢&i v dalsich pochodech?

6. V jakém stadiu jsou dvé€ publikace, které uvadite jako submitované, Pokud jsou v
revizi, jak jste se podilela experimentalné nebo jinak na revizich ?

Markéta Cernohorska prokazala dobry piehled literatury a schopnost aplikovat ve své
experimentalni praci spektrum modernich molekularné biologickych a biochemickych technik
a techniky mikroskopické. V rdmci disertacni prace ziskala nové poznatky o interakcich
gama-tubulinu se signaliza¢nimi molekulami, které nebyly jest¢ ve vztahu k nukleaci
mikrotubult charakterizovany. Vysledky byly publikovany v 2 kvalitnich ¢lancich, dva dalsi
clanky jsou v recenznim fizeni. Prvoautorsky clanek predkladatelky, ktery je soucasti
diserta¢ni prace poklddam za velmi kvalitni.

Z uvedenych divodi proto doporuéuji, aby po Usp&sné obhajobé byl Markété Cernohorské
udé¢len akademicky titul Ph.D.

V Praze, 15.11.2015 Doc. RNDr. Pavla Binarova, CSc.
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