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Oponentsky posudek diserta¢ni prace MUDr.Pavla Judy v oboru Biologie a patologie
buiiky s nazvem: “Strukturné-funkéni organizace bunééného jadra-mikroskopicka
analyza jadernych subkompartmentu®.

Disertaéni prace pana MUDr.Pavla Jidy je souborem tfi hlavnich témat, jejichz pojitkem je
studium vztahl mezi strukturni a organizaéni dynamikou jadernych subkompartmentd a
fyziologickymi funkcemi jadra véetné stavli vyvolanych experimentalnimi zasahy nebo
farmakologickym ovlivnénim. Poznéni funkce a struktury jédra jako celku i jeho jednotlivych
kompartmenti je v souéasnosti umoznéno pokroky v mikroskopickych metodach a také
kombinaci mikroskopickych, molekulameé-biologickych a biochemickych metod spolu
s metodami obrazové analyzy a poéitatového modelovani. Je tedy velmi pozitivni, Ze i

v préci pana MUDr. Jidy tyto modemni trendy a komplexni pojeti studované problematiky
vystupuji zietelné do popiedi.

Jaké konkrétni cile si tedy autor ve své disertaéni praci vytyéil?

1) Prokazat pritomnost MCM proteind v mistech replikace, a tak pfispét k vysvétleni tzv.
MCM paradoxu.

2) Popsat strukturu Polycomb t€lisek.
3) Zjistit, zda je strukturni podstata Polycomb télisek proteinové nebo chromatinové povahy.

4) Detailné charakterizovat Rods and Rings inkluze tvofené IMPDH2 proteinem po jeho
inhibici a popsat dynamiku jejich tvorby

5) Popsat ultrastrukturu nové objevené jaden¢ IMPDH2 inkluze a porovnat ji
s cytoplazmatickymi Rods and Rings inkluzemi



Co se tyée zvoleného postupu a spektra pouzitych metod, mohu konstatovat, Ze plné
odpovidaji potfebé této prace. Veskeré experimenty byly provadény in vitro s pouZitim
bun&nych kultur, pfi¢emz slozeni kultivaénich medii bylo v pokusech riizné pozménovano.
Strukturné-funkéni analyza subkompartmentl jddra a studovanych molekul se opirala o
nasledujici stéZejni metodické pristupy: imunofluorescenéni znaceni, znaceni replikace a
transkripce. Bylo hojné vyuZivéno svételné mikroskopie, elektronové mikroskopie Vv¢.
korelacni svételné a elektronové mikroskopie. Pro sledovani dynamiky vyskytu sledovanych
molekul autor vyuzil pokroéilych metod obrazové analyzy. Fixace bunék byla chemicka, ale i

postupem high-pressure freezing. Pfislusné proteiny byly rovnéZ stanovovany pomoci
Western blot.

Prace MUDr. Jidy pfinesla tyto konkrétmi ptivodni vysledky:

1) S vyuzitim statistickych metod byla ukdzana trvala asociace MCM2 protein(i s misty

aktivni replikace, ackoliv vétsina signalu na chromatinu vazaného proteinu se vyskytovala

jinde.

2) Ultrastruktura Polycomb télisek byla uréena s vyuzitim korelaéni svételné a elektronoveé

mikroskopie. Z analyzy vyplynulo, Ze se nejednd o jaderna téliska v interchromatinovém

prostoru, ale o nahromadéné heterochromatinové struktury, které obsahuji Polycomb proteiny.

3) Pomoci riznych modifikaci makromolekuldrni pfeplnénosti intraceluldrniho prosttedi byl

potvrzen chromatinovy, nikoli proteinovy charakter Polycomb télisek.

4) Byl proveden podrobny popis ultrastruktury Rods and Rings inkluzi tvofenych IMPDH2 po
jeho inhibici, kdy vy3el najevo jejich vldknity charakter.

5) Byla vizualizovéana jadernd frakce IMPDH2 proteinu v savéich burikdch. Jaderna frakce ma

po inhibici IMPDH2 shodné uspofadani jako Rods and Rings inkluze v cytoplasmé.

Viechny tyto pivodni vysledky povazuji za velmi cenny pfispévek k poznani struktury a
funkce jadernych subkompartmentl. Vytcene cile byly spinény.




Po formalni strance ma disertaéni prace MUDr. Jidy formu samostatného védeckého dila
shrujiciho data publikovana v odbornych ¢asopisech. Prace spliuje pozadovand formalni
kriteria. Praci tvoff 137 stran textu s bohatou obrazovou dokumentaci vynikajici kvality, ktera
zahmuje 41 obrazk®, prevéazné ve formé snimki z konfokélniho a elektronoveého mikroskopu,
ale i schémata. PfiloZeny jsou také dvé tabulky. Bohaté citovana souvisejici literatura
zahmuje 187 poloZek. Soudasti prace je i seznam publikaci autora, z nichz 4 maji
bezprostiedni vztah k tématu disertace.

Disertaéni prace je vzorné uspofddana podle obvyklého zplsobu. Obsahuje tedy abstrakt,
avod, cile prace, material a metody, vysledky, diskuzi k jednotlivym bodim disertace a
soubornou diskuzi, zavér a seznam zkratek. Po jazykové strdnce je prace vyhovujici, ale
musim s politovanim konstatovat, Ze se autor nevyvaroval velkého mnozstvi pfeklepd. Mam

urdité vyhrady k jednomu drobnému terminologickym aspektu: termin jaderna obéalka bych
radéji nahradil terminem jademny obal.

Dotazy a ptipominky k obhajobé:

1) Je znamo jaké jsou disledky inhibice nebo mutace proteind MCM komplexu pro savéi
bunku?

2) Jaké kinazy pfispivaji k hyperfosforylaci BMII1 proteinu? Je MAPK aktivovana kindza 3
jedinym moznym kandidatem?

3) Daji se Rods and Rings inkluze detekovat in vive pfi aplikaci inhibitord IMPDH2?

Zavérem konstatuji, Ze disertaéni prace MUDr. Judy je kvalitnim dilem a prokazuje
piedpoklady autora k samostatné tvofivé védecké praci. Proto tuto praci jednoznacné
doporutuji k obhajobé a po jejim Uspésném vykonani i udéleni akademického titulu doktor
ve zkratce Ph.D. autorovi — MUDr.Pavlu Jidovi - podle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢.
111/98 Sb.
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