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Flotilliny a ,,hypersensitive induced reaction* (HIR) proteiny tvoii dalezitou skupinu, patiici
do superrodiny stomatin/prohibitin/flotillin/HfIK/C (SPFH) domain proteini. Pfedlozena
dizertacni prace se zaméiila na charakterizaci flotillini (4zFLOT1, AfFLOT2, AtFLOT3) a
HIR proteini (AfHIR1, AfHIR2, AtHIR3, AfHIR4) u Arabidopsis thaliana. Flotilliny plni
vyznamnou ulohu v tzv. endocytéze nezavislé od klatrinu, kterd se vyrazné uplatiiuje
predev§im pii internalizaci transportérti, enzyml a receptorovych kinaz lokalizovanych
v plazmatické membrané. HIR proteiny sehravaji zase dulezitou roli pfi interakci
s ligandovymi proteiny po ataku patogentl, jako i pfi dalSich biotickych stresech. Vzhledem
k tak vyznamnym biologickym funkcim pro buiiku je atraktivita této skupiny proteinli pro
védecky vyzkum navic vyrazn€ umocnéna jejich lokalizaci na povrchu bunék, kde dochazi
k zdsadnim krokiim v procesu rozpoznavani vné¢jSich stimuld a k nastartovani dal§iho postupu
pii generovani adekvatni odpovédi bunck prostifednictvim signalizace. V tomto ohledu je
tireba zdlraznit 1 fakt, Ze na rozdil od relativné¢ Sirokého spektra faktd a procesi, u kterych
byly funkce téchto proteinti definovany v zivocisnych buiikach, funkce jejich rostlinnych
izoforem jsou podstatné mén¢ probadany. Zvolené téma a zadani dizertacni prace je proto
vysoce aktualni a pln¢ reflektuje soucasné trendy v bunécné a molekularni biologii rostlin.

Cile dizertacni prace jsou jasné stanoveny a formulovany. V ramci celé problematiky FLOT a
HIR proteini byl selektovan a stanoven zamér fenotypicky analyzovat jednotlivé mutanty
zbavené funkce FLOT proteini v podminkach abiotickych a biotickych strest, hledat
interakéni partnery FLOT2 proteinu, a charakterizovat lokalizaci a dynamiku FLOT a HIR
proteini v bunikach. Jiz zde je moZné konstatovat, Ze prace tim ziskala uceleny koncept,
s jasn€ definovanymi zaméry, k dosaZeni kterych byly vybrany adekvatni metodické postupy.

Dizertacni prdce ma standartni rozsah, formu a ¢lenéni. Plni tim vSechny pfedepsané
pfedpoklady na tento typ praci kladené. Uvodni teoretickd &ast prace obsahuje kromé
vSeobecného predstaveni problematiky ptehlednou autorskou publikaci €. 1. Vysledkova cast
préace je vytvofena syntézou dvou publikovanych a jedné k publikovani pfipravované pivodni
védecké publikace. Nasleduji obecna diskuze a shrnuti, které struéné, ovSem obsazné
sumarizuji a hodnoti dosazené vysledky.

V teoretickém uvodu autor komplexnim zplsobem zhodnotil soucasny stav poznani o
flotillinech, erlinech a HIR proteinech z dostupnych zdroji, a to na zakladé¢ jejich lokalizace,
funkce, zndmych interakci s receptorovymi kindzami, jako 1 na zdkladé uloh, které mohou
hrat v imunitnich odpovédich. Autor shrnul zndmé data 1 obecné, ale zaméfil se pfedevSim na
rostliny. Jak vyplyva z publikace ¢. 1, specidlni pozornost vénovali autofi transkripénim
profilim v kontextu ontogenetického vyvoje a danych environmentilnich podminek, dale
zhodnotily pfitomnost charakteristickych domén a motivi v jejich aminokyselinové sekvenci,
nacez nastinily i potencionalni interakce s jinymi proteiny. Vysledkem je velice komplexni a



obsahly uvod, ktery dostatecn¢ obeznami s danou problematikou i1 nezainteresovaného
Citatele. Navic shrnuté informace v prehledné publikaci jsou doplnény i o nejnovéjsi data,
které se dosud objevily po jeji publikovani. Tato cast je dale doplnéna sumarizaci dostupnych
informaci o struktufe a dynamice plazmatické membrany, jako i o struktufe membranovych
mikro/nanodomén u rostlin.

Prvni ¢ast vysledki predstavuje publikace €. 2, ve které autofi provedli transkripéni analyzu
AtFLOT genu po ruznych stimulech, jako i analyzu fenotypti mutantt jednotlivych AtFLOT
genl, znova po aplikaci riznych biotickych a abiotickych stresii. Tato prace je vyznamna
z toho dlivodu, ze analyzuje podil flotillinii pfi reakci rostlin na abiotické stresy, coz dosud
cilen¢ studovano nebylo, a dale ziskand data o transkrip¢ni aktivité koreluje s fenotypovymi
projevy na urovni celych rostlin u jednotlivych mutanti. Bylo zji$téno, Ze na rozdil od
detekovanych zmén v transkripéni aktivité, mutace jednotlivych AtFLOT genl nevedly
k vyraznym zménam v odpovédi mutovanych rostlin na testované stresy. I kdyz autofi
spravné vysvétluji tento stav vzajemnou redundanci vSech AtFLOT genu v piipadé vyuziti
jednoduchych mutantli, ocefiuji i to, Ze se autofi seridozné zabyvaly i posouzenim a
hodnocenim jinych moznych rizik, které by mohli vést k ziskanym vysledkiim. Rozhodné
oceniyji 1 to, Ze bylo detailné provéreno genetické pozadi pouzitych mutantd, aby bylo mozno
vyloudit rezidualni funkce ptipadnych nekompletnich genovych produkti.

Dalsi ¢ast vysledka je shrnuta v originalni publikaci €. 3, ve které byly stanoveny interak¢ni
proteiny k AfFLOT2 v plazmatické membrané¢ pomoci co-imunoprecipita¢ni techniky a
hmotnostni spektrometrické analyzy, s ndslednou verifikaci pfimych interakci pomoci split-
ubiquitinového systému. A/FLOT2 byl vybran, protoZe je dosud nejméné charakterizovan.
Naro¢nost této prace piedurcuje komplikovand extrakce a identifikace proteinovych
komplexti v plazmatické membrané¢ z divodu jejich nizké abundance a hydrofobniho
charakteru. Autofi tuto vyzvu zvladli, coz jim umoznilo identifikovat 19 proteint, které¢ jako
interak¢ni partnery pravdépodobné tvoii funkéni komplexy s AfFLOT2. Vzhledem k tomu
autofi navrhli, Ze komplexy AfFLOT2 s nalezenymi interakénimi partnery mohou vykonavat
funkce pfi napadeni rostliny patogeny, pfi transportu vody a pfi vnitrobunééném transportu.
Pozitivni dojem vzbuzuje kritické zhodnoceni ziskanych dat a jejich stiizlivé porovnani s jiz
zvetejnénymi, 1 kdyZ mnohdy kontroverznimi daty.

Vysledky prace jsou zavrSeny rukopisem publikace €. 4, ktera hodnoti lokalizaci a dynamiku
celé skupiny flotillinti a HIR proteint v bufice pomoci fluorescenéné znacenych verzi a vitalni
mikroskopie. Principidlng tato prace dokumentuje uspofddani AtfFLOT a ArHIR proteinti do
membranovych mikrodomén v plazmatické membrané a v tonoplastu, a hodnoti jejich
lateralni mobilitu v souvislosti s funk¢éni provazanosti na komponenty cytoskeletu a
bunécnych stén. Bezesporu zajimavy je fakt, Ze i kdyZ tyto proteiny (kromé ArHIR3) vytvareji
v plasmatické membran¢ struktury prostorové uspotadané kolem svazki mikrotubuld,
farmakologické naruseni funkce a struktury jak aktinové, tak mikrotubulové ¢asti cytoskeletu
mélo jen minimalni vliv na uspofddani AfFLOT a AfHIR proteini v mikrodoménéch.
Farmakologicky indukované zmény v syntéze a struktufe bunécnych stén ovSem vyrazné
ovliviiovali lateralni mobilitu 4(FLOT2 a AtHIR1. Funkéni a/nebo strukturni provazanost



FLOT a HIR proteini s bunécnou sténou by tak mohla pfedstavovat dulezité pojitko
v komunikaci plazmatické membrany s prostredim.

Z formalniho hlediska je prace peclivé zpracovana a obsahuje jenom minimum nepiesnosti,
chyb a pieklepti. Vytkl bych snad pouzivani vyrazi jako ,,A(FLOTy a AtHIRy* v Ceském
abstraktu, melo by se spis pouzivat ,,AfFLOT proteiny a AfHIR proteiny*. Obdobné formulace
,ha deletantech by mé¢la byt nahrazena formulaci ,,na mutantech s deleci®.

V seznamu zkratek jsou uvedeny CLC2 - CLATHRIN HEAVY CHAIN 2, mélo by asi byt
,,CLATHRIN LIGHT CHAIN 2%, a stp - single particle tracking, mélo by byt ,,spt*.

Zajimalo by mé¢, pro¢ byl v obrazku Fig. S8 efekt pouzit¢ho LatB vyrazné silnéjSi na
usporadani mikrotubulil, nezli na strukturu aktinovych vlaken?

K praci mam nésledujici dotazy:

1. Prace prezentuje model lokalizace flotillinti v plazmatické membrané, jako i regulace jejich
lateralni mobility na zdkladé¢ stabilizacni funkce bunécné stény. Vzhledem k tomu, Ze se jedna
o periferni membranové proteiny lokalizované na cytoplazmatické stran€ membrany, tedy bez
fyzického kontaktu s bunécnou sténou, a vzhledem k tomu, ze se flotilliny podileji na aktivni
endocytoze, bunécna sténa jako takova tak asi nebude hlavnim determinantem, coz doktorand
v praci zminuje. Muze byt chovani flotillini v plazmatické membrané zprostiedkovano
komplexem CESA? Podobné jako flotilliny, tyto komplexy svou lokalizaci v plazmatické
membrané kopiruji uspotfaddani kortikdlnich mikrotubulti pfi syntéze mikrofibril celulozy.
Mohla by tuto asociaci podporovat zjisténa sekvence pro ,,membrane binding side* na N-
terminalnim konci Flot proteinii, naptiklad prostfednictvim vazby na membranové domény
bohaté na PI4P? Co je zndmo o moZnych interakcich Flot a HIR s CESA?

2. Vzor tzv. ,coral-like* uspofdddni Flot proteinii v plazmatické membrané koreluje
s distribuci  kortikdlnich mikrotubuld. V pribéhu bunééného déleni dochdzi ovSem
k pteskupeni mikrotubulil, s ¢im souvisi vymizeni kortikalni sité pted a pti formovani PPB. Je
znamo, jestli a do jaké miry se méni i vzor lokalizace Flot v plazmatické membrané po
vymizeni kortikalnich mikrotubuli v pribéhu bunééného cyklu?

Zavérem muzu konstatovat, ze predlozena dizertatni prace méa vybornou kvalitu, vyhovuje
vSem formdlnim poZzadavkim, a fesi aktudlni v€deckou problematiku. K feSeni a dosazeni
stanovenych cili byly vyuzité adekvatni metodické postupy. Vysledky prace byly jiz
oblasti, ale vytvaieji 1 potencial pro dalsi progres. Piedkladana dizertacni prace tim padem
splnila svlij cil. Praci doporucuji k obhajobé apo uspeéSném obhajeni navrhuju Mgr.
Michalovi Daiikovi dle pfislusnych predpisti udélit akademicky titul ,,philosophiae doctor.
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