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PfedloZena dizerta¢ni prace se zabyva funkci jadernych fosfoinozitidi predevsim v regulaci
genové exprese. Price je sepsdna v anglickém jazyce jako komentovany souhrn t# praci
v impaktovanych €asopisech, které jiz vySly tiskem, a Ctvrté prace, ktera je predloZena formou
manuskriptu. Prace mé standardni ¢lenéni na uvod (Introduction), cile prace (4ims), védecké prace
(Research papers), diskuzi (Discussion), shmuti a zavéry (Summary and conclusions), budouci
smeétovani (Future prospects) a seznam pouZité literatury (References).

V uvodu jsou zminény funkce jak jadernych tak i cytoplasmatickych fosfoinozitidd. Tento
uvod obsahuje velké mnozstvi informaci s odkazy na primamni zdroje. Plsobi v8ak na mne spise jako
seznam molekul, s kterymi fosfoinozitidy v bufice mohou interagovat a chybi mi v ném uréity
shrnujici nadhled nad funkci fosfoinozitidl. Jako pfiklad uvedu prvni ¢ést kapitoly 7.3.2 PI(3, 5)P2
function, cituji:

., A study on Saccharomyces cerevisiae revealed PI1(3,5)P2 chromatin architecture

modulating function. Han and Emr (2011) have identified Tupl and Cti6 as PI(3,5)P2 specific
interacting partners. Tupl, in a complex with Cyc-8, acts as a transcriptional co-repressor and
this complex interacts with HDAC (Malave and Dent, 2006). Additionally, it is known that Cti6
is a Cyc-8 binding protein. Cti6 co-activates Tup-1/Cyc-8 complex and links it with SAGA
complex, which disrupts nucleosomes and promotes transcription (Papamichos-Chronakis et
al. 2002). PI(3,5)P2-dependent chromatin architecture-modulating mechanism is to convert
Tupl-driven repressed state to a SAGA-containing activated state, e.g. at the GALI promoter“.

Zde hned na zacatku jsou bez dal§iho vysvétleni dané transkripéni signalizace zminény
molekuly Tupl, Cti6 a Cyc-8 a jejich interakce s PI(3,5)P2. Text tak na mne plisobi nepfehledné a
tézko pfinese dobie ¢tivy uvod do problematiky. Dle mého ndzoru by tivod disertaéni prace mél
Ctendfe, ktery se pfimo danou problematickou nezabyva, do problematiky srozumiteln& uvést, a ne
ho zahltit velkym mnoZstvim detailii o molekulovych interakcich. Je otazkou, jestli bylo v tivodu
nutné se vénovat viem fosfoinozitidim, a jestli nebylo lepsi podat zakladné;jsi pfehled metabolismu
fosfoinozitidl véetné klicovych enzym pro jejich metabolismus, a pak se vice zaméfit na P1(4,5)P2,
kterému se veénuji z v&t§i ¢asti i pfiloZené publikace. Je tfeba v8ak také zminit, Ze kapitola /.3.3
PI(4,5)P32 function je napsana vyrazn¢ 1€pe srozumitelné, neZ predchozi kapitoly uvodu.

Cile dizerta¢ni prace jsou jasné definované a koresponduji s vysledky ptedloZzenymi ve formé
kvalitnich tfi publikovanych praci a jednoho manuskriptu. Vysoce pozitivn€ hodnotim velice vysoky
deklarovany podil autorky na dvou prvoautorskych publikacich véetné jejich sepsani. Kapitoly



diskuze, shruti a zavéry jsou napsany standardn¢. Pozitivné téZ hodnotim posledni kapitolu ukazujici
mozny vyzkumny smér do budoucna.

Na autorku mam nésledujici otazky:

.

V kapitole 1.1.4 PI(3,4)P2 uvadite, ze P1(3,4)P2 vazbou na PH doménu kinazy AKT navozuje
jeji lokalizaci na cytoplasmatickou membranu a néslednou aktivaci. Je skuteéné PI(3,4)P2
hlavnim fosfoinozitidem aktivujici kindzu AKT? V mnoha pfipadech po aktivaci AKT
dochazi kjeji jaderné translokaci. Vaze po této translokaci PH doména AKT stale
fosfoinozitidy? Je znama také pouze jaderné specificka aktivace AKT nezavisla na vazbe na
cytoplasmatickou mebranu?

V praci Histochem Cell Biol 2016 uvédite, Ze sice GFP fizni konstrukty obsahujici proteinové
domény vazajici rizné fosfoinozitidy se lokalizuji do jadra, neukazuji v3ak jadernou
lokalizaci fosfoinozitid do subjadernych struktur, tak jako ji ukazuji protilatky. Zmifujete,
Ze to muZe byt ddno overexpresi téchto konstruktii. Zkouseli jste se podivat, jak vypada situace
v burikach, které tyto konstrukty exprimuji na velmi nizké hlading? Takovéto buriky se byt
tfeba v omezeném mnozZstvi u transfekovanych bun¢k pravdépodobné vyskytovaly. Exprese
PLCS51-PH s GFP v buitkach se neukazala jako dobry néstroj pro detekci jaderného PI1(4,5)P2,
avSak znaCeni fixovanych bun¢k purifikovanym PLCS81-PH s GFP poskytlo o&ekavany
jaderny signal texturou. Jak si vysvétlujete tento rozdil?

V praci BBA-Molecular and Cell Biology of Lipids 2017 na obrazku 1D ukazujete pomoci
SIM mikroskopie kolokalizaci PI(3,4)P2 s PHF8. PHF8 na tomto obrazku vytvaii typickou
textu v jadre ve formé teCek. Na obrazku S1A vSak pomoci konfokalni mikroskopie navic
ukazujete 1 lokalizaci PHFS8 do jadérka. Pro¢ tato lokalizace neni viditelna na SIM obrazcich?

V diskuzi v kapitole 4.2 uvadite, cituji: ,,The decrease of H3K9me2 levels caused by
PI(4,5)P2-PHF interaction increases expression of pre-rRNA genes*. Toto tvrzeni mi vSak
nezapada do vami navrZeného modelu regulace exprese rRNA gent.

Ve svych pracich jasn¢ demonstrujete roli PI(4,5)P2 v regulaci genové exprese. Existuje
pfedstava, jakym zpilisobem je koncentrace jaderného PI(4,5)P2, ktery je zodpoveédny prave
zaregulaci genové exprese, regulovan v ramcei bunéénych a vyvojovych procest, jako je napt.
bunéény cyklus a diferenciace bun&k?

Pres vySe zminéné vytky k ¢isti iivod konstatuji, Ze predlozena prace spliiuje vSechmy

pozadavky kladené na dizertaéni praci. Byla splnéna Kritéria pro publikaéni aktivitu.
Doporucuji tedy predloZzenou praci k obhajobé a nislednému udéleni titulu Ph.D.
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