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Doktorska prace Mgr. Tomase Liddka je ¢lenéna na literarni Uvod, definovani cilll prace, ¢ast metodickou,
prezentaci vysledkd, vlastni diskusi a shrnuti. Text je psan velmi dobrou a srozumitelnou angli¢tinou, po
formalni strdnce nemdm k préci Zzadné vyhrady, ba naopak, povazuji praci z formalniho hlediska za velmi
zdafilou. V Gvodni &asti shrnuje Tomas Lidak Ctivou formou aktudini poznatky o problematice specifické
degradace proteind zavislé na ubikvitinu s dirazem na E3 ubikvitin ligdzy, s detailnim pfehledem dosud
znamych molekuldrnich mechanism( a biologickych funkci zatim stdle velmi malo prozkoumanych ligaz
CRL4DCAF4 5 CRL4PCAFL2 (JstFednim motivem vysledk( experimentélni Easti — jak jiz vyplyvd z ndzvu disertace
— je pak identifikace a validace novych substrat( vye zminénych ligaz, konkrétné CRLAPAF4 @ CRLAPAF12, co7
prispivd k pochopeni jejich $irsi biologické role a to nejen pfi selektivni degradaci proteind. S vyuZitim
proteomického pFistupu byla identifikovana Sirokd skédla potencialnich substratd. Nasledné byla provedena
podrobna funkéni charakterizace vybranych substratd v souvislosti s pfislusnymi ligdzami. K prozkoumani
biologické role DCAF4 a DCAF12 byly pfipraveny bunécné linie a mysi modely s vyfazenym genem pro tyto

E3 ligazy, které jsou dale v laboratofi Skolitele studovany.

K vlastnim publikaénim vystupim predkladané disertacni prace:

Clanek |

V prvnim ¢lanku autofi pomoci proteomickych metod identifikovali mozné substraty CRL4PA*12 zvislé na C-
koncovém degronu, véetné MOV10, archaického komplexu RNA helikdzy, ktery se podili mimo jiné na
uml&ovani retrotranspozice. Autofi ukazali, Ze DCAF12 kontroluje hladinu proteinu MOV10 prostiednictvim
svého C-termindlniho degronu a to zplisobem zévislym na proteazomu a CRL4. Dale autofi zkoumali fenotyp
mysi s vyFazenym genem pro DCAF12, které pro tento ucel pfipravili. Ukézali, Ze in vitro aktivované DCAF12-

deficientni T buriky vykazuji destabilizaci MOV10 a zvy$enou hladinu aktivovanych kaspaz. Dale prokazali



biologickou relevanci interakce DCAF12-MOV10 pfi spermatogenezi a aktivaci T bunék. Jedna se o

prvoautorskou praci Tomase Lidaka.

Clanek I

Jednd se o souhrnny €lanek, ktery podava uceleny pfehled o regulaci signélnich drah Wnt, TGF-B a Notch
prostfednictvim ubikvitin proteasomového systému se zfetelem na E3 ubikvitin ligdzy zapojené v regulaci
téchto signdlnich faktord. Clanek poskytuje o dané problematice uceleny piehled v kontextu mysich model(

a zajisté bude hojné citovan. Student je uveden jako druhy autor z celkovych tFi.

Otazky do diskuse:

1. Jaky byl podil cytoplasmatickych versus jadernych (¢i jinych) proteini mezi potencidlnimi substraty
DCAF12 z proteomické analyzy? Z vasich vysledk( vyplyva, Ze pro interakci DCAF12 s MOV10 je
nezbytna lokalizace DCAF12 v jadre a Ze se DCAF12 v cytoplasmé vyskytuje jen pfechodné. Tusite,
jaky faktor pripadné reguluje bunécnou lokalizaci DCAF12? Vi se, jakym zplUsobem je kontrolovana
stabilita samotného DCAF12?

2. Ukazala proteomickd analyza pfitomnost ubikvitinu na potencialnich substratech? Mohly TAGy
vtomto experimentu pfipadné inhibovat liga¢ni aktivitu? Pripadné, byl mezi TAGy rozdil
v pfitomnosti ubikvitovanych substrati? Prokazali jste u nékterych vami identifikovanych substrat(
jejich pfimou ubikvitinaci pomoci zkoumanych ligdz, pfipadné za jakych podminek?

3. Vase in silico analyza C-koncl potencialnich substrati DCAF12 odhalila alternativni degron (-EL). Proc
proteiny s nejvyssi intenzitou (napf. ADAR ¢i XIAP) klasicky i alternativni C-koncovy degron
postradaji? Resili jste u potenciondlnich substrattl také pfitomnost argininu v -3 pozici (R-3 motiv),
kritického pro nékteré Culd E3?

4. Prokazaly nékteré vasSe proteomické experimenty s DCAF12 pfitomnost proteind rodiny MAGE?
UvaZovali jste o podrobeni vami generovanych Dcaf12 KO mysi experimentdm s nutri¢ni deprivaci?

5. Podrobili jste nékdy kvantitativni proteomické analyze vdmi generované KO DCAF12 ¢i KO DCAF4 linie
ve srovnani s parentalnimi liniemi? Pokud ano, prekryvala se mnoZina potencidlnich substratl se
substraty identifikovanymi pomoci tandemové afinitni-MS/MS?

6. Nedivalijste se, zda-li je DKC1 nabohacen ve vasich mysich s vyfazenym DCAF4, napf. v MEF

odvozenych z téchto mysi? A zda-li CRLP“AF4 pFimo ovlifiuje jeho stabilitu?



Zavér:

Disertaci Mgr. Tomdse Lidaka hodnotim jako velmi kvalitni a bylo mi potéSenim ji &ist. Z experimentalniho
hlediska je tfeba vyzdvihnout, Ze predkladatel zvlddl Siroké spektrum metodickych postupd zahrnujici
metody proteomické a samoziejmé celou fadu molekuldrné biologickych technik. Neni pochyb o tom, Ze
béhem postgradualniho studia vykonal obrovsky kus prace a pfispél tak k rozsifeni poznéni v daném tématu.
Student prokazal tvirci schopnosti a pfedklddana prace spliuje poZzadavky kladené na disertaéni prace v
daném oboru. Celkové hodnotim publikacni aktivitu a disertaéni préci studenta jako velmi dobrou a

jednoznacné ji doporucuji k obhajobé. Autorovi pak pfeji mnoho Gspéchl pracovnich i Zivotnich.
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