Oponentsky posudek disertacni prace MUDr. Pavla Judy

»Otrukturné-funkéni organizace bunééného jadra. Mikroskopicka analyza
jadernych subkompartmentt“

Diserta¢ni praci MUDr. Pavla Judy tvoii 137 stran textu véetné 41 obrazka a 2 tabulky.
Vlastni vysledky jsou zevrubné popsany v ptislusnych usecich diserta¢ni prace. Prace ma
obvyklé Clenéni, text podava pichled o soucasném stavu feSené problematiky, vymezuje cile
disertacni prace, material a metodiku, ziskané vysledky; disertace je doplnéna diskusi a
literarnimi citacemi a zakoncena shrnutim zavéri. Praci doplituje seznam vlastnich publikaci
v Casopisech s impakt faktorem.

Po obsahové strance je prace zaméfena na charakteristiku morfologicky a funkéné
definovanych subkompartmentii jadra sav¢i bunky Svyuzitim kombinace raznych
mikroskopickych ptistupti.

V Gvodu autor poskytuje informace o clenéni bunééného jadra. V souvislosti
s popisem replikace autor popisuje proteiny udrzujici minichromosomy a MCM paradox. Pfti
vykladu proteint fungujicich jako transkripéni represory se zamétuje na Polycomb represivni
komplexy a Polycomb téliska. Uvod je zakon&en pojednanim o Rods and Rings inkluzich.

Cast ,,material a metody* &ita celkem 22 stran textu a zahrnuje fadu rozmanitych postup,
které byly pouzity pii feSeni vysledkd disertaéni prace vcetné kultivace bunék, znaCeni a
barveni, zpracovani vzorkli pro svételnou a elektronovou mikroskopii, korelace obou
mikroskopickych ptistupti a Western blottingu.

Vysledky vlastni disertacni prace jsou shrnuty do tfi ¢asti, z nichZz kazda detailné
charakterizuje odlisné jaderné domény. Prvni cast se vénuje vztahu MCM proteind
k replikacnim oblastem a popisuje vysledky ziskané imunodetekci proteini MCM-2, 3 a 7
Vv jadrech HeLa buné&k. Kolokalizace signali s EAU umozZnilo piesné sledovani déja ve
¢tyfech usecich S faze; kolokalizace s DAPI a H4Ac potvrdila pfednostni replikaci u
transkripcné aktivnich oblasti chromatinu a objasnila, ze nezanedbatelnd frakce MCM
proteint zdstava asociovana s replikacnimi oblastmi po obdobi celé S faze. Druha cast byla
zamétena na Polycomb téliska, zejména na lokalizaci BMI1 proteinu a ostatnich proteinti
PRCI1 komplexu po expozici osmolarné aktivnich latek. Perfektni zvladnuti metodické
stranky experimentii dokladd obrazovd dokumentace korelacni svételné a elektronové
mikroskopie (CLEM). VySetfenim bunécnych lyzath neovlivnénych bunék a bunék
exponovanych hypertonickému prosttedi autor dolozil zmény v migraci BMI1 proteinu
Vv hypertonickém prostfedi. Inkubaci lyzata s alkalickou fosfatdzou potom prokézal, Ze zmény

V migraci proteinti pusobi jejich fosforylace. Na zdklad¢ ziskanych vysledk byl vytvotfen



model Polycomb téliska tvofeného nahromadénim heterochromatinovych struktur
s navazanymi Polycomb proteiny v prostoru jadra. Posledni ¢ast vysledkii se zaméfila na
IMPDH2 protein a jim tvofené Rods and Rings inkluze. Autor se nejprve zaméfil na zmény
lokalizace po ptisobeni specifickych inhibitor, vysledky Western blot analyzy
cytoplazmatické a jaderné frakce proteinu a poté na detailni ultrastrukturu
makromolekularnich inkluzi pomoci elektronové tomografie, ktera dolozila vlaknity charakter
tvofenych pravidelné se opakujicimi podjednotkami IMPDH?2.

V diskusi doktorand dale rozebira MCM proteiny a replikaci DNA, Polycomb téliska a
IMPDH2 inkluze. Diskuse je zakon¢ena morfologickou charakteristikou vybranych jadernych
subkompartmentu.

Nejvyznamnéjsi zaveéry jsou samostatné komentovany v zavéreéném souhrnu; z jejich
obsahu jednoznacné vyplyva, Ze vSechny stanovené cile disertacni prace byly splnény.

Prace MUDr. Pavla Judy je napsana péknou a srozumitelnou ¢estinou. Literarni citace,
které byvaji zdrojem cetnych ptipominek, jsou vypracovany vzorné a jednotné v celé praci.
Cela diserta¢ni prace se vyznacuje vysokou vécnou kvalitou.

Nejvetsi prednosti predlozené prace jsou plivodni nélezy rozSifujici poznatky o
organizaci jadra savéi buniky a jeho vybranych subkompartmenti. Popsané vysledky jsou
prukazné dokumentovany mikrofotografiemi. Z pohledu ptinosu pro rozvoj védniho oboru se
jedné o zcela plivodni nélezy. Z vysledkl prace jednoznacné vyplyvé, Ze vSechny stanovené
cile diserta¢ni prace byly splnény.

Souhrnné soudim, Ze MUDr. Pavel Jida svou disertacni praci prokazal predpoklady
pro samostatnou tvofivou védeckou praci. Doktorand dolozil praktické zkuSenosti s kultivaci
bunék, znacenim bunék, mikroskopovacimi metodami, Wester blotem a dalsimi metodami.
Prokéazal téz peclivost a trpélivost nezbytnou pro mikroskopické vyhodnocovani nalezli a
ptipravé nalezii k publikaci. Resena problematika je zcela ptivodni a dopliiuje nové poznatky
0 organizaci vybranych subkompartmentti buné¢ného jadra. Souhrnné soudim, Ze predlozena
prace svym charakterem i rozsahem odpovida pozadavkim kladenym na doktorskou disertaci.
Proto viele doporucuji, aby se stala zakladem pro jeji obhajobu a aby byl MUDr. Pavlu
Jadovi podle § 47 Zakona o vysokych skolach ¢. 111/98 Sb. udélen akademicky titul Ph.D.

prof. MUDr. Jaroslav Mokry, Ph.D.
Ustav histologie a embryologie
Univerzita Karlova v Praze
Lékarska fakulta v Hradci Kralové

V Hradci Kralové, dne 22. 6. 2015



