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Predlozena disertani prace je zaméfena na studium regulatort organizace a
dynamiky mikrotubull, stejné tak jako buné&ného cyklu u acentrozomalnich
rostlinnych bunék, a to pfedevSim y-tubulinu a s nim interagujicich proteinl. Tyto
studie maji velky vyznam pro objasnéni mechanisml podilejicich se na regulaci
spravného pribéhu bunécného cyklu u rostlin, stejné tak jako pro pochopeni ulohy
studovanych proteinQ pfi regulaci spravné organizace mikrotubull v téchto burikach.

Cilem predkladané prace bylo charakterizovat mozné interakce y-tubulinu
s nékolika vybranymi proteiny ¢i skupinami proteini a dale pak urcit ulohu
potencionalnich komplexu ¢&i proteind samotnych pfi regulaci bunééného a Zivotniho
cyklu acentrozomalnich rostlinnych bunék a to pfedevsim s ohledem na jejich ulohu

pfi organizaci mikrotubuld.

Prace lze rozclenit do tfi zakladnich Casti — prehledu soudasné urovné
poznani (zahrnujicim shrnuti poznatkil o organizaci a dynamice mikrotubuld, stejné
tak jako vyzdvihnuti zasadni ulohy y-tubulinu pfi nukleaci mikrotubult, pFehled
specifik v usporadani mikrotubul( v rostlinnych burnikach a popis jejich buné&ného
cyklu), prezentace vlastnich studii, ktera je shrnuta do péti tematickych okruhl a
shrnuti ziskanych vysledku. Literarni reSerSe je zpracovana na solidni urovni a
poskytuje dostateCny pfehled o sou€asnych poznatcich ve studované oblasti. Vlastni
studie jsou pak dolozeny &tyfmi védeckymi ¢lanky (z toho 1 prvoautorskym a 2 spolu-
prvoautorskymi) publikovanymi v kvalitnich impaktovanych ¢asopisech.

Vysledky jednotlivych cild prace je mozné shrnout nasledovné

1. V extraktech Aradopsis byl detekovan homolog sav€iho Ran-binding MTOC
proteinu (RanBPM), ktery byl nalezen pfedevsim v komplexech o velikosti 230-500

kDa. Po imunoprecipitaci a analyze téchto komplexd za pomoci MALDI-MS a LC-



MALDI MS/MS byly identifikovany proteiny interagujici s RanBPM. Jednalo se o
proteiny obsahujici LisH, CRA a RING-U-box domény, nebyla vSak prokazana
pfitomnost y-tubulinu v téchto komplexech, ani jeho interakce s RanBPM. Samotny
RanBPM se nachazel pfedevsim v cytoplazmé a jeho exprese se vyrazné neliSila
mezi délicimi a nedélicimi se bunkami. Jeho zapojeni do CTLH komplexu
naznacilo, ze mize byt v buikach zapojen i do jinych procesl nez je nukleace

mikrotubul(.

2. V extraktech Aradopsis byl charakterizovan protein NITRILAZA1, ktery je
negativnim regulatorem proliferace a bunéfného cyklu. Byla prokazana jeho
interakce s mikrotubuly, ne vSak s y-tubulinem. DalSi experimenty vyuzivajici RNAI
NITRILAZY1-3 a over-exprimované NITRILAZY1 ukazaly, Ze tyto proteiny jsou
dulezité pro udrzeni stability genomu rostlinnych bunék, a také ze jsou nezbytné
pro spravny prubéh cytokineze, stejné tak jako pro prfechod bunék z faze

proliferacni do diferenciacni.

3. Pomoci over-exprese Aradopsis-specifického TPX2-GFP proteinu (AtTPX2-GFP)
bylo prokazano, ze AtTPX2 se podili na tvorbé ektopickych mikrotubull v jadfe a
v perinuklearni oblasti. Byla téZz prokazana interakce AtTPX2 s importinem a
zvySena hladina Ran proteinu v oblastech detekce signalu AtTPX2, coz naznacuje,
Zze na vystavbé mikrotubull vtéchto burikach se podili Ran-dependentni
importinova signalni draha. Na druhé strané, i kdyz signal y-tubulinu byl ko-
lokalizovan se signalem AtTPX2, jejich interakce nebyla prokazana. Vysledky téz
ukazaly, zZe overexprese AtTPX2 2zvySuje schopnost chromatinu a jaderné

membrany nukleovat mikrotubuly v rostlinnych burikach.

4. MAP kinaza MPK6 byla v bunikach Aradopsis pfinejmensim castecné
lokalizovana na mikrotubulech, kde dochazelo k jeji interakci s y-tubulinem. Aktivni
forma této kinazy byla detekovana pfedevSim na anafaznim délicicim vieténku a
na midbody spole¢né s y-tubulinem, ten v8ak nebyl fosforylovan touto protein
kinazou, ale spiSe slouzil jako ,scaffold protein“ pro MPK6, umoznuijici lokalizovat
tuto aktivitu v daném misté. S vyuZitim knockoutu pro MPKG bylo téz prokazano, ze
v podminkach nitrosativniho stresu je MPKG6 zcela nepostradatelna pro spravnou

organizaci mikrotubul{



5. Byla prokazana interakce y-tubulinu s proteiny NSF v bunkach a extraktech
Aradopsis, a to jednak metodou imunoprecipitace, jednak porovnanim lokalizace at
uz over-exprimovanych fluorescentné znacenych proteini (GFP-NSF, RFP-NSF,
GFP-y-tubulin), tak i imunofluorescentnim znaenim endogennich proteina.
Lokalizace komplexu obou proteint byla pozorovana pfedevSim na membranach

v interfaznich bunkach a na mikrotubulech déliciho vieténka v M-faznich bunkach.

V souhrnu predkladana prace pfinasi velké mnozstvi novych poznatkl o
mechanismech podilejicich se na regulaci organizace a dynamiky mikrotubull
v rostlinnych burikach a o uloze y-tubulinu a s nim asociovanych proteinu v téchto

procesech.

Presto bych mél na predkladatelku nékolik nasledujicich otazek &i formalnich
pfipominek, které vsSak nijak nesnizuji vysokou hodnotu pFedkladané disertacni

prace:

Formalni pfipominky:

1. V literarnim pfehledu prfedkladatelka na nékolika mistech zmifiuje struktury
specifické pro rostliny, tj. ,phragmoplast® a ,pre-prophase band (PPB)“. Popis a
vysvétleni, o jaké struktury se vlastné jedna, se vSak objevuje teprve v samém

zaveéru literarniho prehledu, navic PPB je zminéna pouze ve zkratce.

2. V textu literarniho prehledu prfedkladatelka pouziva velké mnozstvi zkratek,
pficemz ovSem pouze €ast z nich je obsaZena v seznamu zkratek a nékteré nejsou

vysvétleny ani v samotném textu.

Otazky:

1. V literarnim prehledu predkladatelka zmifiuje, ze MTOC centra maji zasadni
dilezitost pro nukleaci a organizaci mikrotubull ve v8ech typech bunék a uvadi, ze
jejich dalezitou komponentou je y-tubulin. MizZe predkladatelka ve stru€nosti uvést,
jaké dalsi dulezité proteiny mohou byt soucasti MTOC center a jaka je jejich

predpokladana funkce?



2. Dale v literarnim prehledu predkladatelka v kapitole o y-tubulinovych
komplexech (GCPs) zminuje protein NEDD1 a uvadi, Zze je v burikach Aradopsis
dalezity pro organizaci mikrotubulll v mitéze, pro spravnou vystavbu déliciho
vieténka a pro organizaci mikrotubull phragmoplastu. Je tedy tento protein také
soucasti y-tubulinovych komplexu, a jakych? Mlze predkladatelka porovnat jeho

funkci v zivo€iSnych a rostlinnych burkach?

3. V publikované praci tykajici se TPX2 (Cil 3) pfedkladatelka mimo jiné uvadi,
Ze v bunkach s over-exprimovanym AtTPX2 neni aktivita Aurora A kinazy dulezita
pro vystavbu ektopickych mikrotubull. V Zivo€isnych burikach bylo popsano, Ze jak
TPX2, tak aktivita Aurora A kinazy je nezbytna pro spravnou vystavbu déliciho
vieténka béhem M-faze. Muze predkladatelka okomentovat tyto rozdily mezi
ZivoCisSnymi a rostlinnymi burikami?

4, V publikované praci tykajici se cile 4 predkladatelka popisuje interakci MAP
kinazy MPK6 s y-tubulinem a jeji ulohu pfi regulaci buné¢ného déleni a spravneé
orientace déliciho vieténka u Aradopsis. Zajimalo by mne, jak moc dalece znaceni p-
ERK protilatkou skutecné odrazi aktivitu MPKG a jak moc aktivitu dalSich MAP kinaz
v téchto bunkach? Hodla predkladatelka studovat i dal§i MAP kinazy u Aradopsis v

souvislosti s jejich potencialni ulohou pfi organizaci mikrotubul(?

Zavérem lze fFici, ze prace oponenta predkladané disertacni prace byla znaéné
usnadnéna faktem, Ze velka vétSina prace jiz byla oponovana zahraniénimi nebo
domacimi odborniky, pficemz experimentalni vysledky byly natolik vyznamné, Ze byly
publikovany ve velmi kvalitnich mezinarodnich védeckych Casopisech. Dle mého

nazoru se jedna o disertacni praci velmi dobré kvality.

Z téchto divodul jsem plné presvédcen, ze hodnocena prace splfiuje vdechny
pozadavky kladené na disertaéni praci. Doporucéuji proto komisi pro obhajobu
diserta€ni praci prijmout a po jeji obhajobé udélit Mgr. Lucii Kohoutové titul,
PhD.

V Libéchové dne ...20.3.2015...... Ing. Michal Kubelka, CSc.



