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Oponentsky posudek disertacni prace

Mgr. Lucie Kohoutové

,»Characteristics of novel protein interactions of gamma-tubulin and their roles with

microtubules and cell division”

PredloZzena disertacni prace se zabyva aktudlnim tématem soucasné biologie, charakterizaci -
tubulinovych interakci u acentrozomalnich rostlinnych bunék. y-Tubulin je klicovy protein pro
nukleaci mikrotubuld. Prestoze nukleacni y-tubulinové komplexy jsou dobfe popsany, regulacni
mechanismy tvorby téchto komplexti jsou stale nejasné. V poslednich letech dochdzi k rychlému ristu
poznatkti ukazujicich na to, Ze y-tubulin je multifunkéni protein, ktery se vedle nukleace mikrotubulil
ucastni i dalSich bunéénych funkci. Proto je velmi dulezité identifikovat a charakterizovat nové
proteiny, které s y-tubulinem asociuji, a pochopit jejich vliv na funkce y-tubulinu. Disertac¢ni prace
byla vypracovana v Laboratofi funkéni cytologie Mikrobiologického ustavu AVCR. Toto pracoviste
doséhlo tady prioritnich vysledki pfi analyze y-tubulinu u rostlinnych bun¢k. Studie jsou v disertacni
praci provedeny na modelovém organizmu Arabidopsis thaliana. Pozornost je vénovana predevsim
charakterizaci interakci y-tubulinu s nové popsanymi asociovanymi proteiny.

Disertacni prace je napsana v anglickém jazyce a sklada se z literarniho piehledu, cili prace,
komentaii k publikovanym vysledkiim, nepublikovanych vysledki a celkového zavéru. Vysledky
disertaéni prace jsou shrnuty ve tfech publikacich, které vysly v renomovanych impaktovanych
Casopisech a jednom rukopisu, kde je Mgr. Kohoutova prvni autorkou. V tivodni ¢asti jsou prehledné
uvedeny soucasné poznatky o mikrotubulech, y-tubulinu, nukleaci mikrotubulti, novych funkcich y-
tubulinu a o MAP kinazach. Cile prace jsou jasné stanoveny a mohu konstatovat, Ze byly splnény.
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predlozené prace nasledujici:

1. Prikaz RanBPM homologu u rostlin a jeho interakei s proteiny obsahujici LisH
(Lissencephaly type-1-like homology) a CTHL (C-terminal to the LisH) domény.

2. Podrobny popis vlastnosti a funkef nitrilazy 1 (Nit 1), ktera vedle funkce enzymu ma i
strukturalni roli a je asociovana s rostlinnymi mikrotubuly.

3. Generovani mikrotubularnich svazkli v jadie po overexpresi TPX2, nezavisle na Aurora

kinaze.
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4. Prikaz interakce y-tubulinu s MPK6 (mitogen-aktivovanou protein kinazou 6) a fosforylace

EBlc proteinu pomoci MPK6. Uloha MPK6 v mitotickém vieténku za stresovych podminek.

Prace je sepsana velmi peclivé s minimem pieklepl. Po formalni strance mam jen drobné
poznamky. Doporucoval bych psat i v anglickém jazyce jména ¢eskych autort s diakritikou, kdyz jsou
takto autofi uvedeni v originalnich publikacich. Na stran¢ 7 by mohl byt vysvétlen termin ,,tubulin
code® a na stran¢ 19 slozeni augminového komplexu. Reference 163 v textu na stran¢ 22 neodpovida
predchazejicimu textu. U blotd nepublikovanych vysledkl na str. 38-40 by bylo vhodnéjsi psat GFP
misto GFP-NSF. Ocenuji, Zze v komentati k publikacim je uveden podil autorky i souhrn metod a
pripravenych nastroji. ProtoZze publikace prosly narocnym recenznim fizenim pied publikovanim
v renomovanych Casopisech, coz je zarukou jeji kvality, nemam konkrétni dotazy k publikovanym

vysledkiim, ale predkladam nékolik podnétt k obecné diskusi.

1. Jaka je podle Vas nejpravdépodobnéjsi forma nukleanich komplexi u rostlin, kdyZ nebyly
nalezeny y-tubulin ring komplexy, ale y-tubulin tvofi vysokomolekularni komplexy?

2. Jakou roli hraje jaderny y-tubulin pfi tvorbé nuklearnich mikrotubul po overexpresi TPX2?

3. Interaguje rostlinny y-tubulin s EB1 pfimo nebo neptimo? MiZe u rostlin MPK6 fosforylovat
dalsi +TIP proteiny?

4. Jaké jsou Vase predstavy o funkénim vyznamu interakce y-tubulinu s NSF (N-ethylmaleimide-

sensitive factor)?

Zavér: Autorka prokazala dobry prehled odborné literatury, aplikovala pii svém studiu spektrum
molekularné biologickych, imunochemickych a mikroskopickych technik a ziskala duleZzité prioritni
poznatky v oblasti rostlinného cytoskeletu o y-tubulinu a jeho novych interakénich partnerech.
Autorka prokazala tviréi schopnosti a prace splnila pozadavky kladené na dizerta¢ni praci. Autorka
ma piedpoklady k samostatné védecké praci. Ziskané vysledky byly publikovany v renomovanych
mezinarodnich ¢asopisech. Z uvedenych divoda proto jednoznaéné doporucuji praci k obhajobé a po

jejim uspésném obhajeni udéleni védecké hodnosti PhD.

V Praze 5. 3. 2015 doc. RNDr. Pavel Draber, CSc.

oponent



