Oponentsky posudek

doktorské disertacni prace Mgr. Martiny Huranové
»Assembly and recycling of functional splicing complexes in vivo”

PredloZena disertacni prace je vénovana vybranym aspektim molekularntho mechanismu sestfihu
mRNA v jadie eukaryotickych bunék. Soustieduje se na efekty destabilizace kfehké rovnovahy vysoce
dynamickych procesl de novo syntézy, skladani a zpétné recyklace snRNP komplexi. Prezentované
experimenty predstavuji zdafilou ukazku vyuZiti modernich metod fluorescencni mikroskopie pfi
lokalizaci, popisu dynamiky a molekularni podstaty biologickych procesti. Prace obsahuje Fadu
puvodnich vé&deckych pozorovani, kterd prispivaji k pochopeni dynamického charakteru strukturné
funkéniho uspofadani bunécneho jadra a maji potencialni aplikaéni presah, napfiklad v klinickém
vyzkumu.

Po formalni strance prace pusobi dojmem, Ze na jeji sepsani nebylo dost Casu. Nejedna se
v 7adném pfipadé o vaina pochybeni, jde vylu¢né o drobné odchylky v textu a v dopliujicich tdajich.
Vzhledem k tomu, Ze jejich vyskyt pozitivné koreluje s frekvenci preklepll, pric¢itam je ¢isté na vrub
temperamentu autorky. Nicméné, pfi ¢teni plsobi rusivé a pfimlouval bych se, aby se jich autorka
v budoucim pisemném projevu pokusila vyvarovat:

e Clenéni textu prace je podfizeno faktu, Ze kapitoly 2 — 5 jsou pfepisem ¢&tyF nezavislych odbornych
publikaci. Textova &ast prace dale obsahuje vieobecny tivod (kapitola 1) a diskusi (kapitola 6). Text
je psan srozumitelnou a po odborné strance korektni anglictinou. Vzhledem ke zminénému
odlisnému plvodu jednotlivych ¢asti prace je pochopitelna jista stylistickd odlisnost jejich kapitol.
Nedobfe véak na ¢tenare plisobi, Ze kapitoly 1 a 6 jsou psany britskou transkripci (behaviour — str.
7,12, 13, 119, 120; multicolour — str. 12; labelled — str. 13), navic nepfilis disledné (labeled — str.
18; modeling — str. 10, 13), zatimco kapitoly 2 — 5 americkou transkripci, patrné v souladu
s poZadavky Casopist, ze kterych jsou prevzaty (behavior — 19, 29, 53, 58, 59, 61, 62, 88, 89; color
—19, 116; labeled — 26, 46, 75; modeling — 21, 35). Napfisté by asi bylo vhodnéjsi, napF. s pomoci
automatické kontroly pravopisu, text po této strance sjednotit.

e Seznam zkratek obsahuje Fadu chyb a nepresnosti:

- Zkratka pro monomericky cervené fluoreskujici protein je uvedena jako mRED. Doporucoval
bych nahradit zavedenou formou mRFP. Pomér &etnosti vyskyti obou zkratek je asi 51/71300
v neprospéch mRED (Google).

- siRNA je chybné prepsano jako ,silencing RNA”. Ma byt ,,small interference RNA”.

- PA-GFP: spravny piepis je ,photoactivatable GFP“.

- DAP! ma byt ,4',6-diamidino-2-phenylindole”.

- Zkratka difdzniho koeficientu Df je neobvykl3, s nejasnou etymologii.

- Seznam je neuplny (napF. ES-RFP, ECFP, EYFP)

e Vtextu se vyskytuji souslovi ,fluorescent microscopy” (str. 6), ,fluorescent levels” (str. 23),
fluorescent signal” (str. 30, 38, 89}, ,fluorescent reduction” (str. 43), ,fluorescent recovery”
(str. 57), kterd nedavaji smysl.

e Format citaci, uvadéjici jména prvnich dvou autor(, je velice neobvykly.

K obsahu prace mam nasledujici komentafe:

e Podstatnou Cast prace tvofi odborné publikace, které jsou kolektivnim dilem celkem 18 autord.
Velkym nedostatkem prace je fakt, Ze autorka opomnéla wvyslovné uvést sviij prispévek
k jednotlivym publikacim. Spoléham na to, Ze toto opomenuti napravi béhem obhajoby.

e Soucasti prace je i vieobecny tvod (kapitola 1). To je naprosto v poradku a rozhodné by nemél
chybét. Jeho ,biologicka” c¢ast je vsak, v kontextu obsahu dalSich kapitol, ponékud redundantni.




KaZda z kapitol 2 —5 ma svj vlastni dvod a kdo si pozorné preéte kapitolu 1, mlZe v nasledujicich
kapitolach preskakovat celé odstavce. Velice pozitivné oproti tomu hodnotim metodickou €ast
uvodu vénovanou metodam fluorescencni mikroskopie, které jsou patefi experimentil v celé
praci. Skoda jen, Ze i vybrané biologické metodiky, jako napF. siRNA nebo BAC technologie, které
jsou v praci vyuZity, nebyly uvedeny podobnou formou.

Odborné se jedna o velice kvalitni praci, ktera vrchovaté spliuje kritéria pro udéleni doktorské

hodnosti. Uvital bych, kdyby béhem obhajoby autorka mohla zodpovédét nasledujici dotazy:

1.

Jaka je podle Vaseho nazoru biologicka funkce jadernych skvrn (speckles)? Na obr. 3.5C je jasné
patrna akumulace rdznych GFP-znacenych snRNP protein( v mistech pfepisu vneseného genu E3.
Na tfech ze ¢tyf presentovanych obrazkd je fluorescenéné mikroskopicky obraz t&chto mist
srovnatelny s jadernymi skvrnami. Srovnejte predpokiddanou jemnou strukturu obou jadernych
kompartmentq.

Jak velky zasah do usporadani jaderného materialu predstavuje masivni exprese vneseného genu?
Komentujte obr. 3.5C s prihlédnutim nap¥. k praci Li et al., ] Cell Biol 140(5):975-89, 1998.

Na strané 81 se pravi, Ze ,U4/U6 and U4/U6-U5 snRNP formation and recycling occur primarily in
the nuclear inclusion called the Cajal body...”. Uvedte stru¢ny prehled pozorovani, ktera opravriuji
k takovému zavéru.

Porovnejte obecné metody FRAP a FCS s pfihlédnutim k hlavnim zdrojim mozZnych artefaktu.

Podotykam vsak, Ze jeji odpovédi nebudou mit vliv na mé celkové hodnoceni predloZené

disertacni prace. Autorka jednoznacné prokazala predpoklady k samostatné tvorfivé védecké praci a

doporuduji proto, aby ji na zakladé této prace byl udélen titul PhD.
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