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Regulatory mechanisms of centrosomal microtubule nucleation 
 
Předložená disertační práce se zabývá aktuálním tématem současné buněčné biologie, regulačními mechanismy 

nukleace mikrotubulů z centrosomů. Pro nukleaci mikrotubulů jsou klíčové γ-tubulinové komplexy tvořené γ-tubulinem 

a asociovanými proteiny. Přestože struktura těchto komplexů (γ-tubulin ring complexy; TuRCs) je velmi dobře popsána, 

mnohem méně poznatků je o signálních drahách, které vedou k akumulaci γTuRCs do centrosomů a k jejich aktivaci 

umožňující nukleaci mikrotubulů. Jedním z potenciálním mechanismů regulace jsou post-translační modifikace γ-

TuRCs nebo dalších centrosomálních proteinů, zejména fosforylace. Proto je velmi důležité identifikovat a 

charakterizovat kinázy a fosfatázy, které mohou být stimulovány v průběhu aktivačních dějů. Otevřenou otázkou je 

jakou roli hrají v nukleace mikrotubulů další proteiny asociované s  γ-TuRCs. Velmi aktuálním tématem je rovněž 

pochopení funkce nově identifikovaných polymerních forem γ-tubulinu. Předkládaná disertační práce se věnuje právě 

těmto oblastem organizace mikrotubulů. Disertační práce byla vypracována na Oddělení biologie cytoskeletu, Ústavu 

molekulární genetiky AVČR., které se dlouhodobě zabývá studiem regulace mikrotubulů za normálních a patologických 

stavů. 

Disertační práce ve zkrácené formě je sepsána v anglickém jazyce a skládá se z literárního přehledu, cílů práce, 

komentáře k výsledkům prezentovaných v přiložených publikacích, nepublikovaných výsledků a celkového závěru. 

Podíl autorky na jednotlivých experimentech je uveden v komentářích k jednotlivým publikacím. Disertační práce 

obsahuje 4 komentované publikace a jeden rukopis. U dvou publikací (Cells, Life Science Alliance) a rukopisu (bioRxiv) 

je Anastasiya Klebanovych první autorkou. Přiložena je také nekomentovaná publikace, kde byly využity nové metody, 

zavedené autorkou, pro sledovaní vlivu nanosekundových pulsů na mikrotubuly. V úvodní části jsou uvedeny současné 

poznatky o stavbě, dynamice a nukleaci mikrotubulů. Přehledně jsou popsány regulátory centrosomální nukleace 

mikrotubulů a použité modelové systémy. Cíle práce jsou jasně stanoveny a lze konstatovat, že byly splněny, jak dokládá 

celkové shrnutí disertační práce. V přehledu literatury je uvedeno 225 citací. Z metodického hlediska je zvláště přínosné, 

že autorka rozvinula metody kvantifikace nukleace mikrotubulů v živých buňkách. Nejdůležitějšími výsledky 

předložené disertační práce jsou podle mého názoru následující zjištění:  

1.  Průkaz, že protein tyrosin fosfatáza SHP-1 je negativní regulátor nukleace mikrotubulů. Při aktivaci žírných buněk, 

závislé na protein tyrosin kinázách, dochází k přechodnému zvýšení množství mikrotubulů. SHP-1 může inhibovat 

tvorbu mikrotubulů v pozdních fází aktivace. 

2.  Nález, že C53, interagující s UFM1-protein ligázou, tvoří komplexy s γTuRCs, asociuje s centrosomy a moduluje 

nukleaci mikrotubulů. Důležitým poznatkem je, že indukce ER stresu vede ke zvýšené nukleaci mikrotubulů. Nově 

vytvořené mikrotubuly mohou napomoci expanzi ER a tím k obnovení ER homeostázy. 

3. Ve světle nových znalostí, že aktinová filamenta polymerují i v oblasti centrosomů a aktin je integrální 

součástí γTuRCs, je regulace nukleace mikrotubulů profilinem velmi zajímavý nálezem. Ukazuje to na koordinaci 

organizace aktinových filament a mikrotubulů v oblasti centrosomů. 
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Práce je sepsána s minimem překlepů. Po formální stránce mám jen drobné poznámky. Na straně 8 je uvedeno 

„…microtubules target small molecules.. “  zřejmě má být „…microtubules are targeted by small molecules..“ Na straně 

32 je uvedeno „… we report that 1…“  zřejmě má být „ we report that profilin 1…“  V části nepublikované výsledky 

není u obrázku na straně 39 (Fig. S1) jasné, k čemu jsou vztaženy výsledky statistiky. U imunofluorescenčního obrázku 

na straně 43 (Fig. S4D) lze obtížně vidět změny dokumentované v box-plotech (Fig. S4B a Fig. S4C). V citacích nemají 

všechny odkazy jednotný formát (např. někdy je diakritika uvedena, někdy chybí, např. odkazy 170 a 172). Protože 

publikace prošly náročným recenzním řízením v mezinárodních časopisech, což je zárukou jejich kvality, nemám 

konkrétní dotazy k publikovaným výsledkům, ale předkládám několik podnětů k obecné diskusi. 

 

1) Pomocí značení ER v živých buňkách nebo pomocí imunofluorescence na fixovaných buňkách ukazujete, že 

dochází k expanzi ER po generování ER stresu (UFL1-KO, C53-KO, tunicamycin). Je možné ER expanzi kvantifikovat? 

Jak spolu mikrotubuly a ER interagují? 

2) Lze prokázat centrosomální lokalizaci C53 jiným způsobem než nadprodukcí C53-TagRFP? Je něco známo o 

UFMylaci centrosomálních proteinů, které by mohly ovlivnit nukleaci mikrotubulů?  

3) Profilin, protein interagující s aktinem, může regulovat mikrotubuly i na jejich plus koncích. Jaká je představa 

autorky o úloze profilinu při regulaci jak aktinových filament, tak i mikrotubulů v různých subcelulárních oblastech 

(centrosom, periferie buňky)? 

 

Závěr: Autorka prokázala dobrý přehled odborné literatury, aplikovala při svém studiu spektrum molekulárně 

biologických, imunochemických a mikroskopických technik a získala důležité prioritní poznatky v oblasti studia 

regulace nukleace mikrotubulů a stavby γ-tubulinových polymerních struktur. Autorka prokázala tvůrčí schopnosti a 

má předpoklady k samostatné vědecké práci. Získané výsledky byly publikovány v renomovaných mezinárodních 

časopisech. Práci proto doporučuji k obhajobě a při splnění dalších podmínek doktorandského studia a úspěšné obhajobě 

navrhuji udělení vědeckého titulu PhD za jménem.  

 

V Praze, 27. 5. 2021       
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