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Evaluation of the PhD Thesis of Mgr. Hana Jefabkové
»Analysis of nuclear proteins in plants*

Introduction

The PhD Thesis of Hana Jefabkova consist of two parts — the first one (No. 1-11)
provides the reader with theoretical aspects of structure and function of plant nucleus,
tools of it study with special focus on nuclear proteome; with the aims of the thesis, list
of author’s publication and references (altogether 65 pages).

The second one, created by ten supplements, brings her results in the form of
already published papers or conferences abstracts/presentations.

Relevance of the research topic

In general, the nucleus can be considered as the most important cell organelle
because of its regulatory function in eukaryotic cells. This very complex and dynamic
machinery depends on plenty of different nuclear proteins - NP are predicted to
comprise about 20% of the total cell proteins - that influence the morphology and
function of both nucleus and the cell. Since in plants still relatively little is known about
the nature of the molecular mechanisms involved in coordinating their synthesis and
functions, the topic of this Thesis is highly relevant.

Literature survey

The literature survey of this thesis presents an excellent, complete and well-
structured review of the problem of plant nuclear structure and function, as well as some
tools how to study the above problems. Especially, the focus is paid to present state of
the art of analysis of still rather limited plant nuclear proteome. Finally, the author
brings the review of literature concerning the functional analysis of AtTPX2 and Aurora
kinases, the plant nuclear proteins which have been studied by the author.

Methods

This part is very important since the first part of the Thesis was aimed to the
characterization of so far poorly explored plant nuclear proteome by development and
application of new dpproaches. Two approaches have been used — the proteomic
analysis of intact nuclei performed simultaneously on mass spectrometers using
different ionization techniques, ESI and MALDI; and the novel approach for nuclei
purification based on flow cytometric sorting. One has to stress the importance of this
experimental novelty which enabled 1solation of nuclei in G1, 5 and G2 phases of
mitotic cycle with negligible contamination by non-nuclear proteins.
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All other methods used are well suited for their purposes and described in sufficient
details.

Results

The main author’s results are presented in three papers which have already been
published in very good journals. It means these results were already evaluated, and
approved, by excellent reviewers — specialists in this topic. So, evaluation of this part of
the Thesis is rather easy task for the reviewer. In addition, the results displayed partial
ones obtained during the PhD study, are presented in ten oral presentation and seven
poster presentations.

Anyway, we can conclude that both parts of presented Thesis are valuable
confribution to the understanding of the function and localization of nuclear proteins
studied, in particular to the description of nuclear microtubule-associated protein
AtTPX2 and its interaction with some other nuclear proteins, e.g. importin, Ran and
Aurora’s kinases.

The most unique and amendable aspects of the Thesis is the introduction of new
approach - using flow cytometry for purification of nuclei and elimination of non-
nuclear proteins. Their subsequent analysis using MALDI-TOF/TOF and ESI-Q/TOF
techniques in order to maximize the amount of identified proteins is very beneficial as
well.

- The root cells of barley have been used in these thesis. Have you tried to use new
approach for isolation of nuclei also from another plant species?

- In the paper by Petrovska et al. (2012) has been mentioned that despite the AtTPX2
has important mitotic function any functional role for its accumulation in interphase
nuclei is far from being understood. Can you propose/speculate - based on your own
results - any of its new role/s?

- The AtTPX2 is considered as an intranuclear protein? Can also this nuclear protein
exit the nucleus before nuclear envelope breakdown and migrate to the prophase
spindle as it was found for AtAurora 1 and AtAurora 2 kinases?

Summary

The present Thesis are a very interesting contribution to such important topic as
plant nuclear proteome is. From methodological point of view the introduction of new
approach for nuclei purification as well as the utilization of MALDI-TOF/TOF and ESI-
Q/TOF methods brings into hands of cell biologists a new strategy in the study of
nuclear proteins. The data concerning the role of TPX2/its interactions with an another
nuclear proteins in signaling and microtubule assembly can significantly contribute to
the progress in understanding the function of plant nuclear proteome and its role in plant
genome organization and function.




I am pleased o conclude that Mgr. Hana Jefabkova is another perspective
representative joining the very well established group of cell biologists at the IEB in
Olomouc and her results can significantly contribute to further progress in this topic.

Considering the novelty of the approach, suitability of the methods and especially
the quality of the results, I can conclude the presented Thesis reaches the international
standards for awarding her the title “PhD”.

Nitra, November 21, 2015,
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OPONENSTKY POSUDEK NA DISERTACNE PRACI

Mgr. Hana Jetabkova (2015): Analysis of nuclear proteins in plants. DizertaCni prace PFfF UP v Olomouci.

PfedloZend dizertaéni prace je soutasti koncep&né pojatého vyzkumu zaméfeného na studium genetické
informace uloZené v bun&tnych jadrech rostlin, které pFedstavuji vysoce organizované a dynamické
organely. Nicméné o vétsing proteinl, které hraji zasadni roli pfi uspofadani DNA, jeji replikaci a
transkripci, existuje jen malo informaci.

FORMALNI HODNOCEN( PRACE

Dizertaéni préce je sepsana v anglickém jazyce a je ¢ienéna do 12 &asti. Kapitola 1 az 5 {Introduction,
Plant nuclear structure and functional organisation, Tools to study nuclear proteome, Plant nuclear
proteomics, Nuclear protein TPC2} mé charakter dvodu a literarniho pfehledu. Autorka detailné a
piehledn& predstavuje problematiku, kterou se zabyvd. Zamegfuje se na vyznam a funkce jadernych
proteinG s dirazem na TPX2 protein, ale také na metodickou stranku.

Cile prace (Kapitola B) jsou jasné definovény (vyvo] strategie purifikace bun&énych jader rostlin pro
proteomické analyzy, proteomickd analyza bunécnych jader jeémene, funkéni charakteristika TPX2
proteinu) a jejich naplnéni je dobfe kontrolovatelné.

Nésledujici Kapitola 7 “Conclusions” shrnuje vlastni vysledky se struénym komentafem a diskusi véetné
odkaz(i na pavodni védecka sdéleni (viz kapitola 12 "Suplements’).

V Kapitole 8 {Publications — 1SI Web) jsou uvedeny tii impaktované publikace, u kterych je Hana
Jefébkova spoluautorkou (CYTOGENET GENOME RES, IF 1,561; 1 EXP BOT, IF 5,536; PLANT MOL BIOL
REP, IF 1,656). V Kapitole 9 (List of abstracts) je uvedeno 10 pfednalek a 7 posterd, na kterych se
autorka prace podilela.

V Kapitole 10 (References) je uvedeno 186 pievaZné recentnich citacnich odkazd.

V Kapitole 11 {Abbreviations) jsou vysvétleny pouZité zkratky.

Vkapitole 12 {Suplements) je 10 plvodni védeckych sdéleni piimo souvisejicich s feSenou
problematikou.

Prace je velmi dobie &lendna a pFes rozsah problematiky i prehledna a dobfe &tiva. Ocefiuji peclivost,
kterou autorka v&novala pfipravé textu a minimum formalnich chyb nebo pfeklepd.

HODNOCEN] VLASTNI PRACE

Cile, které si autorka stanovila, se tykaji vysoce aktudini problematiky - vyznamu a funkce jadernych
proteindl rostlinné buriky. Zdmérem bylo ziskat prehled o dynamice jaderného proteomu v jednotlivych
fazich bun&&ného cyklu. Bylo nutné se zabyvat optimalizaci metodickych pristuptl, aby se minimalizovalo
riziko kontaminace jdra proteiny cytoplazmy. K tomu poslouila pritokova cytometrie. Vlastni analyza
proteomu byla provadéna pomoci hmotnostni spektrometrie MALDI TOF/TOF a ESI-Q/TOF. Pravé
kombinace t&chto dvou pfistupli umoznila detekovat maximalni pocet jadernych proteintl. Napflklad
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v jadie kofenové 3pitky je€mene ve fazi G1 bylo identifikovano 803 rlznych proteind, v G2 fazi 2003
proteinll. Vysledky potvrzuji, ze kombinace dvou ionizagnich technik umoZnila vyrazné zvy3it pocet
zachycenych protein(.

Velka cast predlofené dizertatni prace je vénovana funkéni charakteristice jaderného proteinu TPX2 u
Arabidopsis thafiana. TPX2 proteiny nalezi do skupiny proteinli asociovanych s mikrotubuly. K zajimavym
Zjisténim patfi jisté skutecnost, ze podobné jako u Zivocisnych bunék je TPX2 protein asociovany
s kinazou Aurora | a maZe tedy mit funkci jejtho regulatoru. Bylo rovné? zjisténo, Ze nadprodukce TPX2
proteinu v bufikich A. tahiiana vede ke vzniku mikrotubuldrnich viaken v blizkosti jaderniho obalu a
uvnitf jadra, tedy na neobvyklych mistech. Na rozdil od Fivotidnych bunék viak nebyl prokdzan vztah
mezi vytvafenim mikrotubularnich svazkd plsobenim TPX2 a apoptozou.

Tvorba mikrotubull mimo centrozomy se ukazuje byt zakladnim mechanismem pfi organizace
mikrotubuldrniho cytoskeletu u eukaryot. Ztohoto pohledu je dilefitym potvrzeni interakce TPX2
proteinu s importinem a Gcasti Ran-GTPazové drahy na formovani mikrotubuld u acentrozomalnich
rostlinnych bunék.

Lze konstatovat, ¥e se autorce disertacni prace podatilo naplnit cile v piném rozsahu. Interpretace
ziskanych dat v piedloZenych publikacich a zévéry vlastni experimentaini prace dokladaji vysokou
erudovanost doktorandky a velmi dobrou znalost studované problematiky.

DOTAZY A NAMETY PRO DISKUSI

1. Cést prace byla zaméfena na izolaci bun&tnych jader scilem minimalizovat kontaminace
jaderného proteomu proteiny cytoplazmy. Mame néjaké nastroje jak takovou kontaminaci
odhalit a potvrdit? Na zakladg, {eho miZeme vyslovit podezieni, Ze se jednd o kontaminaci
napf. proteinem cytoplazmy?

2. Jak si vysvétiujete velké rozdily v poctu zachycenych proteintl v G1 (cca 800), G2 (cca 2000),
kolik jich bude v S fazi? Da se tento rozdil vysvétlit aktivitou jadra apod.?

3. Jak se lié fenotyp A. thaliana s nadprodukci TPX2 proteinu od kontrolnich rostlin, jsou fertilni?

ZAVER

Domnivam se, ¥e studentka plné prokézala své tvirdi schopnosti a predkldda préci, ktera podle § 47 i
z4kona 11/98 5b. Jednoznacné spifiuje po?adavky kladené v daném oboru na disertacni praci. Proto
praci Mgr. Hany Jefabkové doporucuji k obhajobé a na zikiadé Gsp&iné obhajoby pak doporucuji
udéleni akademického titulu Ph.D.

V Olemouci 26.11.201 prof. RNDr. Milan Navratil, C5c.
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Oponentsky posudek

disertacni prace: Analysis of nuclear proteins in plants
(Autor prace: Mgr. Hana Jefabkova}

Na avod mého oponentského posudku bych rad zminil, Ze nejsem odbornikem v problematice
bun&&ného jadra. Pfesto jsem Zadost o vypracovéni posudku pfijal s olekavanim, ze sl ovéfim svoje
2akladni znalosti v této oblasti a seznamim se s novymi poznatky ziskanymi v poslednich letech. V tomto
ohledu mne disertaéni prace opravdu nezklamala, ba naopak s chuti jsem se zacetl do podle mého
ndzoru zdafile sepsaného Gvodu.

Z formalniho hlediska je price dostate&né rozsdhld s minimem chyb. Obsahuje dvé strany
abstraktu v anglické a Zeské verzi, nasleduje tficet stran Gvodu, ktery je Clenén do ¢tyf kapitol. Ty se
zabyvaji strukturni a funk&ni organizaci rostlinného jadra, nastroji pro studium jaderného proteomu,
nésleduje shrnuti dosavadnich vysledkd ziskanych analyzou jaderného proteomu u riiznych rostiin a
posledni kapitola dvodu predstavuje protein TPX2. Déle jsou uvedeny cile prace, za nimiz jsou pfimo
shrnuty zavéry prace ve tfech kapitolach. Nasleduje seznam t¥ publikaci, kde je Hana Jefabkova
spoluautorem, seznam abstraktl z pfedndsek a plakatovych sdéleni na konferencich. Na konci prace je
rozsahly seznam literatury a seznam zkratek. Publikované prace a plakatova sdéleni jsou pFi'pojeny.

vews

Autorka v abstraktu uvadi, Ze proteiny jsou v jdFe nejhojn&jii, patrné zapomnéla uvést, Ze ai po
nukleovych kyselinach.

Disertatni prace se vénuje analyze jaderného proteomu na trech urovnich.

Nejprve autorka optimalizovala pfipravu materialu pro izolaci jader jetmene pomoci metody
flow sorting”. Jde o unikatni pfistup, ktery umoZiiuje separovat a ziskat jadra vrhznych stadiich
bun&&ného cykly, coz konvendnimi metodami izolace jader neni mozné bez pfedchozi synchronizace
bunék. Pousiti kvalitniho materidlu pro analyzu je vidy zdsadni pfedpoklad pro ziskani relevantnich
informaci. Proto velice ocefiuji, ¥e autorka pouZila pro ziskéni bunétnych jader metodu ,flow sorting” a
optimalizovala podminky pro pfipravu vstupniho materialu. Rad bych se zeptal, prog je zde nutny krok
crosslinkingu” pomoci formaidehydu a zda tento krok nemiiZe vést ke kontaminaci nejadernymi
proteiny, pfedevsim proteiny endoplazmatického retikula? Z tohoto diivodu celkem logicky v préaci
postradam obrdzek dokumentujici separovana jadra. V prvni publikaci jsou pouze obrazky jader
barvenych DAPI, bylo by zajimavé porovnat je sobrazky ze svéteiné mikroskopie s Nomarskim
interferenénim kontrastem. Po Izi jader byly rozpu$t&né proteiny separovany pomocf 1-D SD3-PAGE,
gel byl rozdélen na 14 dili, ve kterych byly proteiny §tépeny modifikovanym trypsinem a vysledné
fragmenty byly purifikovdny a odsoleny. Jesté pred hmotnostni spektrometrii byly fragmenty
separovany pomoci kapalné chromatografie. Byly pouzity dvé techniky hmotnostni spekirometrie
MALDI-TOF/TOF a ESI-Q/TOF. BohuZel nikde neni uvedeno, kolik spekter bylo ziskdno z jednotlivych
technik a kolik k nim bylo pfitazeno peptidi. Uvedené hodnoty jsou pravdépodobné souétem vysledkl
obou technik. Maly pocet proteinit identifikovany soutasné ob&ma technikami miZe také souviset
s nizkym podilem pfifazenych peptidil k ziskanym spektrlim. Myslite, Ze by bylo moZné identifikovat
vice jadernych proteinti, pokud budeme v budoucnu znat viechny geny jeémene? Z identifikovanych
proteindl je pfiblizné Ctvrtina funkéné spojend stranslaci a biogenezi ribozému. Jedna se opravdu o
jaderné proteiny nebo jde spise o kontaminaci proteiny endoplazmatického retikula? Existuje néjaky



typicky protein pro endoplazmatické retikulum a cytoplazmu, ktery by mohl sloufit jako indikator
gistoty jadernych proteinovych izolata? | kdyi analyza histonQ a jejich variant a také jejich
modifikované formy nebyla cilem této préce, nemohu si odpustit otdzku, zda lze ze ziskanych dat
jaderného proteomu identifikovat viechny varianty histonli a kolik jejich modifikovanych variant?
Dal¥i otazka se tyka vyuiti této metody izolace jader pro porovnavani jadernych proteoma riiznych typh
bunek &i jader. Bylo by moiné napt. odd&lit a porovnat proteom vegetativniho a generativniho jadra
pylové lagky? Také mi pfislo zajimavé, Ze autofi jaderného proteomu soji, a¢ si nekladli za cil izolovat
kompletni proteom, identifikovali vyrazn& vy33i potet jadernych protein(i neZ ostatni. Zajimal by mne
nazor autorky, &im to mohlo byt zpGsobeno — kvalitnéjsi pfipravou proteini, lep3imi technikami a
nastavenim hmotnostni spektrometrie nebo dokonalej¥i anotaci ziskanych spekter?

Ve druhé tasti se autorka zabyvala studiem efektu overexprese AtTPX2 genu v buiikdch
Arabidopsis thaliana. V Gvodu pro tuto gast jsem si vEimnul, Ze obrazek & 6, ktery je vystupem in siliko
analyzy proteinovych domén, neobsahuje nékolik domén, které jsou popisovény v textu a jsou navic jen
tasti viech identifikovanych motivii (Dinkel et al. 2012 a tabulka S1 v suplementu 2). Autorka ziskala
fadu zajimavych vysledkd jako je tvorba mikrotubultl v blizkosti jaderné membrany a v jadrech, kde
kolokalizuji s AtTPX2. Tyto struktury jsou rezistentni k indukei depolimerizace a nejsou disledkem
apoptézy. Navic mikrotubuldrni struktury vznikaji tfi dny po transformaci, nejsou zavislé na mitdze a maji
pouze slaby signal pro AtAuroral. Zajimavé je také, Ze tyto mikrotubularni struktury nejsou ovlivnény
plisobenim inhibitoru Aurora kindzy. Také byla potvrzena interakce AtTPX2 s importinem. ProtoZe se do
publikaci uplatni pouze omezena ast vysledkd, je dizertacni prace jako stvorend pro publikovani vétsiho
souboru dat. Myslim, Ze pokud autorka ziskala data z mikroskopie, vlozeni nékolika obrézkd by urcité
pomohlo ofivit pasdze plné textu. Rad bych se zeptal autorky na jeji nazor tykajici se piitomnosti HP1
ligandu v AtTPX2. K ¢emu zde slouZi?

Ve teti tasti autorka pomoci biochemickych metod in vitro prokdzala, e AtAurora 1 ale ne
AtAurora 3 fosforyluje AtTPX2. Navic po vazb& AtTPX2 stimuluje autofosforylaci AtAurora 1 ale ne
AtAurora 3. Takto koaktivovana AtAurora 1 vykazuje zvy$enou kindzovou aktivitu v{&i histonu H3. Toto
jsou opravdu velice zajimavé vysledky, které indikuji konzprvativni, tudiz velice diilefitou funkci proteinu
TPX2 u eukaryot. Jak si autorka vysvétiuje, Ze zkrdceny AtTPX2 protein bez Aurora vazebné domény,
ktery nedokaze kinazu aktivovat je presto fosforylovan? A jak si také vysvétluje patrné zvySenou
aktivitu AtAurora 3 k AtTPX2 po odstrandni Aurora vazebné domény? Mimochodem, v legendé k
obrazku 2 nebo v obrazku 2 doslo k zéméné dvou panel(.

Z&vérem bych rad potvrdil, Ze Mg. Hana Jeiabkova mé bezpochyby tvarél schopnosti, které
poutila pfi fedeni sioZité problematiky, pro kterou mé i obsahly teoreticky zaklad a jeji prace splituje
poZadavky, kladené na disertatni praci.

V Brné dne 2. 12. 2015 Megr. Jaroslav Fulnegek, CSc.

Plant Molecular Biology

Building A26

CEITEC MU

Kamenice 753/5

625 00 Brno

Tel.: 549497844

e-mail: fulnecek@ceitec.muni.cz



