Oponentsky posudek doktorské disertaéni prace Mgr. Markéty Cernohorské
»New regulatory mechanisms of mikrotubule nucleation*

V predlozené disertadni praci se Mgr. Markéta Cernohorskd zabyva zajimavym a aktualnim
tématem, jimZ je funk&éni charakterizace proteinii ovlivilyjicich nukleaci mikrotubuld.
Disertace vznikala pod vedenim Doc. Pavla Drébera na Ustavu molekuldrni genetiky AV CR
v Praze. Disertace ma formu souboru praci, ktery zahmuje dvé jiz zvefejnéné publikace a dva
rukopisy praci odeslané do redakci kvalitnich Casopisti. Jedinou prvoautorskou praci Mgr.
Cernohorské je jeden z rukopist v redakci. Na publikacich i na druhém rukopisu je uvedena
jako dalezity spoluautor. Dle vyjadieni vedouciho prace autor svou praci podstatné pfispéla
k ziskani vysledkl zvefejn€nych ve vSech zahrnutych publikaci.

Disertaéni prace ma formu souboru praci s pfehlednym tvodem a komentafi psanymi
v angli¢ting. Je uvedena pfehlednym 30 strankovym srozumitelnym tvodem do problematiky
s recentnimi odkazy s kratkym souhrnem i v &e$tiné. Déle jsou podrobné uvedeny ¢étyfi diléi
cile, které jsou také v zahrnutych publikacich feSeny. Dalsi kapitola je vénovand 9
strinkovému koment4#i ke vSem zahrutym publikacim i rukopisim. Kromé souhrnu
vysledkidl uvadénych v dané publikaci je vzdy téZ uveden konkrétni podil disertantky jeji
piipravé. Tento komentai je ukonen struénymi, ale vystiZznymi zavéry, které pfiblizné
odpovidaji zminénym dil¢im ciltim disertace.

Prvni publikace zvefejnénd v &asopise PLoS One je vénovana charakterizaci funkce
gamma tubulinu 2 a sledovani jeho exprese v prib&hu embryogenese. Autofi ukazali, Ze
TUBG2 nukleuje mikrotubuly a muZe v n€kterych ptipadech nahradit ve funkci TUBG].
Déle bylo zjisténo, Ze v mySich blastocystich je vyrazné sniZena exprese TUBG2 oproti
TUBGI, a to na urovni mRNA i proteinu. Byl navrZzen model, Ze sav¢i gamma tubuliny jsou
funkéné redundantni. Mgr. Cernohorska je druhym autorem této publikace. Je ziejmé, Ze se
vyrazn€ podilela na zavedeni metody dvojité transfekce a na analyze plus koncové dynamiky
mikrotubuli. Krom& toho se podilela t€Z i na navrhu experimentfi, formulaci pracovni
hypotézy ¢i piipraveé a psani rukopisu.

Na druhé zadlenéné publikaci je Mgr. Cernohorskd uvedena jako t¥et{ autor. Tato
publikace se tyka mechanismu kontroly nukleace mikrotubulii pomoci proteinti GIT1/BPIX a
vnitrobuné&nych ionti kalcia. Bylo prokazano, Ze BPIX a GIT1 se Géastni regulace takovych
dileZitych funkei jako je antigenem indukovand chemotaxe a degranulace. GIT1 je pfi
aktivaci bun&k fosforylovén na tyrosinu, a vazba BPIX a GIT1 na C-terminalni doménu gama-
tubulinu je regulovand Ca®" ionty. Jde o prvni pritkaz signilni drahy, ktera pomoci tyrosin
kinaz, GIT1/BPIX proteind a Ca®" iontli reguluje nukleaci mikrotubulii. Autorka byla
zodpovédna za piipravu bunék produkujicich RFP-x-tubulin, kvantifikaci vysledka
nukleacnich experimentti a podilela se na analyze RNAi a fenotypickych experimenti &i na
pfipraveé rukopisu.

Do souboru praci byl zallenén take jiz odeslany rukopis priace o uloze interakce
GIT1/BPIX proteinti a PAK1 kindzy v nukleaci mikrotubulé. Mgr. Cernohorska je prvnim
‘autorem tohoto rukopisu s plnou zodpovédnosti za navrh i provedeni vétSiny experimentd a
sepsani rukopisu. Autofi potvrzuji model, Ze interakce GIT1/BPIX signdlnich protein s PAK1
kinazou predstavuje novy regulaéni mechanismus nukleace mikrotubulfi interfzni buiiky.

V poslednim zahrnutém rukopisu prace autofi ukazali, Ze nové syntetizovana organicka
latka s cytostatickym u€inkem, estradiolovy dimér, inhibuje polymeraci tubulinu in vitro.
Jednd se o unikatni nélez, ktery nepochybné pfisp&je k detailn&j$imu poznani mechanismu
nukleace a stabilizace mikrotubuli. Disertantka se na piipravé tohoto rukopisu podilela
zejména kvantifikaci dynamického chovani mikrotubuli po pasobeni fady estradiolovych
derivath na buriky.



Vzhledem k tomu, Ze dvé zallenéné prace jiZ Gspéiné prosly recenznim fizenim pfed
zvefejnénim v kvalitnich casopisech a Ze lze ofekavat i pfijeti pfedloZzené rukopisi ke
zvefejnéni, mohu konstatovat, Ze podobné jako pouZity experimentélni pfistup povaZuji
prezentované vysledky za vynikajici a cile uvedené v disertaéni praci za splnéné.

Otazky:

1) Do redakce jakych ¢asopisti byly zaslany uvedené rukopisy a v jakém stavu je jejich
revize?

2) V praci je uvedeno, Ze GFP znacka na jakémkoliv konci gamma tubulinu branila jeho
zobrazeni v bunééném jadérku v Zivych buiikach. Byla lokalizace této GFP fuze téz
analyzovana pomoci imunofluorescence na fixovanych buiikdch? Tyka se tento
problém s GFP znackou téZ zobrazeni gama tubulinu v cytoplazmé?

3) Gamma tubulin je uvadén jako marker agresomu, ktery je nezbytnou soucésti aparatu
odklizeni Skodlivych agregati poSkozenych proteinii po robustnim stresu. Je z
literatury ¢i z vaSich RNAi experimentil znama souvislost funkce GIT1/BPIX proteinti
a PAK1 kinazy ¢i samotného gama tubulinu s reakci bunék na robustni stresy a s jejich
pfeZitim?

4) Jak byste pfirovnala plsobeni estradiolového diméru k 1¢inku znamych
mikrotubularnich inhibitort jako jsou nokodazol, kolchicin, kolcemid a taxol?

Zavér: Disertadni prace Mgr. Markéty Cernohorské mé vybornou tiroveii. Autorka prokézala
schopnost prace s odbornou literaturou, spoluprace ve v&deckém tymu i schopnost sepsat
v€deckou publikaci. Vysledky obsaZené v publikacich zaclenénych do disertaéni prace lze
pfifadit ke Spickovym poznatkim v oblasti bun&¢né biologie. Disertaéni price ma viechny
potiebné formalni naleZitosti a dle mého nazoru plné€ vyhovuje kritériim, ktera jsou kladena
na doktorskou disertaéni praci. Praci doporucuji. k obhajob& a po jejim usp&¥ném pribshu
doporucuji udélit autorovi titul PhD.

V Praze dne 16.11.2015
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