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Regulatory mechanisms of centrosomal microtubule nucleation

Predlozena diserta¢ni prace se zabyva aktualnim tématem soucasné bunééné biologie, regulaénimi mechanismy
nukleace mikrotubulil z centrosomii. Pro nukleaci mikrotubuli jsou kli¢ové y-tubulinové komplexy tvofené y-tubulinem
a asociovanymi proteiny. Pfestoze struktura téchto komplext (y-tubulin ring complexy; TuRCs) je velmi dobie popsana,
mnohem méné poznatki je o signalnich drahach, které vedou k akumulaci yYTuRCs do centrosomil a k jejich aktivaci
umoziujici nukleaci mikrotubuldi. Jednim z potencialnim mechanismti regulace jsou post-translaéni modifikace vy-
TuRCs nebo dalSich centrosomalnich proteind, zejména fosforylace. Proto je velmi dulezité identifikovat a
charakterizovat kinazy a fosfatazy, které mohou byt stimulovany v prib¢hu aktivacnich déja. Otevienou otazkou je
jakou roli hraji v nukleace mikrotubuld dalsi proteiny asociované s y-TuRCs. Velmi aktudlnim tématem je rovnéz
pochopeni funkce nové identifikovanych polymernich forem y-tubulinu. Pfedkladana disertacni prace se vénuje prave
témto oblastem organizace mikrotubulii. Diserta¢ni prace byla vypracovana na Oddéleni biologie cytoskeletu, Ustavu
molekularni genetiky AVCR., které se dlouhodobé zabyva studiem regulace mikrotubulti za normélnich a patologickych
stavil.

Disertacni prace ve zkracené formé je sepsana v anglickém jazyce a sklada se z literarniho ptehledu, cili prace,
komentaie k vysledkiim prezentovanych v pfilozenych publikacich, nepublikovanych vysledkl a celkového zavéru.
Podil autorky na jednotlivych experimentech je uveden v komentatfich k jednotlivym publikacim. Disertacni prace
obsahuje 4 komentované publikace a jeden rukopis. U dvou publikaci (Cells, Life Science Alliance) a rukopisu (bioRxiv)
je Anastasiya Klebanovych prvni autorkou. PfiloZena je také nekomentovana publikace, kde byly vyuzity nové metody,
zavedené autorkou, pro sledovani vlivu nanosekundovych pulsti na mikrotubuly. V ivodni ¢asti jsou uvedeny soucasné
poznatky o stavbé, dynamice a nukleaci mikrotubuld. Piehledné jsou popsany reguldtory centrosomalni nukleace
mikrotubulll a pouzité modelové systémy. Cile prace jsou jasné stanoveny a lze konstatovat, Ze byly splnény, jak doklada
celkové shrnuti disertacni prace. V piehledu literatury je uvedeno 225 citaci. Z metodického hlediska je zvIaste piinosné,
predlozené disertacni prace jsou podle mého nazoru nasledujici zjisténi:

1. Prikaz, ze protein tyrosin fosfatdza SHP-1 je negativni regulator nukleace mikrotubuld. Pti aktivaci zirnych bunék,
zavislé na protein tyrosin kinazach, dochazi k prechodnému zvyseni mnozstvi mikrotubulii. SHP-1 mtze inhibovat
tvorbu mikrotubuld v pozdnich fazi aktivace.

2. Nalez, ze C53, interagujici s UFM1-protein ligazou, tvoii komplexy s yYTuRCs, asociuje s centrosomy a moduluje

nukleaci mikrotubuli. Dtilezitym poznatkem je, ze indukce ER stresu vede ke zvysené nukleaci mikrotubulti. Nové

vytvorené mikrotubuly mohou napomoci expanzi ER a tim k obnoveni ER homeostazy.
3. Ve svétle novych znalosti, Zze aktinova filamenta polymeruji i v oblasti centrosomil a aktin je integralni

soucasti YTuRCs, je regulace nukleace mikrotubuld profilinem velmi zajimavy nalezem. Ukazuje to na koordinaci

organizace aktinovych filament a mikrotubulti v oblasti centrosomd.



Préace je sepsana s minimem pieklepti. Po formalni strince mam jen drobné poznamky. Na strané 8 je uvedeno

13

,...microtubules target small molecules.. ““ zfejme ma byt ,,...microtubules are targeted by small molecules..” Na strané

3

32 je uvedeno ,,... we report that 1...“ ziejm¢ ma byt ,, we report that profilin 1...“ V ¢asti nepublikované vysledky
neni u obrazku na strané€ 39 (Fig. S1) jasné, k ¢emu jsou vztaZzeny vysledky statistiky. U imunofluorescen¢niho obrazku
na stran¢ 43 (Fig. S4D) lze obtizn¢€ vidét zmény dokumentované v box-plotech (Fig. S4B a Fig. S4C). V citacich nemaji
vSechny odkazy jednotny format (napf. nékdy je diakritika uvedena, n€kdy chybi, napt. odkazy 170 a 172). Protoze
publikace prosly narocnym recenznim fizenim v mezinarodnich cCasopisech, coz je zarukou jejich kvality, nemam

konkrétni dotazy k publikovanym vysledktim, ale pfedkladam nekolik podnéti k obecné diskusi.

1) Pomoci znaceni ER v zZivych buikach nebo pomoci imunofluorescence na fixovanych buinkach ukazujete, ze
dochazi k expanzi ER po generovani ER stresu (UFL1-KO, C53-KO, tunicamycin). Je mozné ER expanzi kvantifikovat?
Jak spolu mikrotubuly a ER interaguji?

2) Lze prokazat centrosomalni lokalizaci C53 jinym zptsobem nez nadprodukci C53-TagRFP? Je néco znamo o
UFMylaci centrosomalnich proteinti, které by mohly ovlivnit nukleaci mikrotubuli?

3) Profilin, protein interagujici s aktinem, muze regulovat mikrotubuly i na jejich plus koncich. Jaka je pfedstava
autorky o uloze profilinu pfi regulaci jak aktinovych filament, tak i mikrotubulli v riznych subcelularnich oblastech

(centrosom, periferie bunky)?

Zavér: Autorka prokdzala dobry piehled odborné literatury, aplikovala pii svém studiu spektrum molekularné
biologickych, imunochemickych a mikroskopickych technik a ziskala dtlezité prioritni poznatky v oblasti studia
regulace nukleace mikrotubulil a stavby y-tubulinovych polymernich struktur. Autorka prokazala tviirci schopnosti a
ma piedpoklady k samostatné védecké praci. Ziskané vysledky byly publikovany v renomovanych mezinarodnich
Casopisech. Praci proto doporucuji k obhajobé a pti splnéni dalSich podminek doktorandského studia a ispésné obhajobé

navrhuji udé€leni védeckého titulu PhD za jménem.
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