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Oponentsky posudek doktorské disertacni prace Mgr. Michaely Blazikové
,,otudy of the organization and dynamics of the membraneless cell compartments*

V predlozené disertatni praci se Mgr. Michaela Blazikova zabyva velmi zajimavym a
aktualnim tématem, jimz je analyza dynamického chovéani vybranych bezmembranovych
organel, télisek ¢i proteinovych kompartmentd. Disertace vznikala pod vedenim Dr. Hefmana
a Dr. Malinského, zejména na Oddéleni biofyziky Fyzikalniho ustavu MFF UK a na Oddé¢leni
mikroskopie Ustavu experimentalni mediciny AV CR, v.v.i. Autorka do disertace zahrnula
vysledky z péti piivodnich praci a jednoho rukopisu, na kterych je dvakrat uvedena jako prvni
autor.

Téma zahrnuje cCtyfi podprojekty, které propojuje mikroskopickd analyza
vnitrobunéénych objektl o stejné biofyzikalni podstaté. Hlavnim pfistupem autorky pfi jejich
feseni je vyuziti vhodnych matematickych pfistupt k popisu probihajicich autoorganiza¢nich
déja. Disertacni prace je psana Vanglictingé a je uvedena obecnym tUvodem, ktery je
nasledovan kratkou kapitolou o pouzitych metodach mikroskopické analyzy. Po uvedeni
metod nasleduje experimentalni ¢ast a zavérecna diskuse.

Kazdy podprojekt je v experimentalni ¢asti uveden struénym, ale vystiZznym tvodem, ve
kterém se autorka zejména zaméfila na otdzky specifické pro hodnoceni samouspofadani
prislusné organely ¢i proteinového kompartmentu buiiky. Dale jsou vzdy popsany zakladni
experimenty, z jejichz vysledkd autorka odvozuje mozné mechanismy vzniku piislusného
kompartmentu. Kazdy podprojekt je ukonéen diskusi o Gcelnosti pouziti pfislusné metody
vyhodnocovani a o zaclenéni ziskanych vysledkti do souc¢asnych schémat.

V ¢asti zaméfené na charakterizaci procesu organizace bunééného jadérka, byla feSena
otazka zapojeni entropickych sil pii vzniku jadérka de novo. Na zakladé matematického
zpracovani dostupnych dat bylo navrZeno, Ze pouhd entropii fizend akumulace pre-
ribosomalnich Castic mize byt dostatecnd pro tvorbu velkych agregati jako je jadérko.
Simulace tohoto procesu ukazala, ze tento tzv. difizni model dostate¢né tvorbu jadérka
vysvétluje.

V piipad¢€ analyzy ,,Cajal bodies®, autorka vytvarela matematicky model dynamického

chovani ribonukleoproteinovych komplexti (snRNP). Na rozdil od ptedchoziho podprojektu
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bylo s vyuzitim matematického zpracovani vysledkt ukazano, ze pohyb snRNPs v bunééném
jadte nelze vysvétlit prostou difuzi. Faktorem usnadiiujicim vzdjemné interakce se ukazal
proces molekularniho ,,crowdingu®, ktery zvySuje okamzité koncentrace interaktorii a ma
nepochybné nejvétsi tlohu pii tvorbé ,,Cajal bodies*.

Ttetim podprojektem byla analyza distribuce LSm proteint a jejich tloha pii tvorb¢ P-
bodies. Vysledky ukazaly, Ze absence LSm proteinti tvorbu P-bodies vyrazné ovlivni. Dale
bylo prokazano, ze kompletni prstenec LSm2-8 proteinli je nezbytny pro jadernou lokalizaci
LSm2-7 komplexu.

Posledni podprojekt se tykal organizace proteinovych kompartmentti plazmatické
membrany kvasinky S. cerevisiae a jejich interakce s perifernim endoplazmatickym
retikulem. Prikazy proteinovych interakci vychazely z porovnani mikroskopickych obrazt
kvasinek produkujicich dva odlisné€ fluorescenéné znacené proteiny. Na zdklad€ zpracovani
mikroskopickych dat byl vytvofen zjednoduseny model organizace kompartmentl
plazmatické membrany kvasinek. Dle tohoto modelu je stacionarni kompartment MCC
obklopen dynamickou oblasti kortikdlniho ER a oblastmi aktivni endocytozy. Jedna se o
unikatni zjisténi vychazejici z tzv. difuzniho modelu, Ze k iniciaci endocytdzy jsou vyuZzivana
mista definovand nezavisle na signalech pro polarizovany rtst.

Pouzité ptistupy 1 ziskané vysledky maji vysokou uroven a jsou velmi ilustrativnim
ptikladem potiebnosti dikladného a profesiondlniho matematického zpracovani
mikroskopickych obrazii pro formulaci obecnéjSich principli organizace Zivé hmoty.
Zavérecna generalni diskuse pfinasi zhodnoceni piinosu celé prace a zalenéni vysledki, na
jejichz ziskani se autorka podilela, do sou¢asnych schémat.

Vzhledem k tomu, Ze vétSina vysledki prezentovanych v publikacich jiz uspésné prosla
recenznim fizenim pied zvetejnénim, 1ze konstatovat, Ze podobné& jako pouZzity experimentalni
pfistup jsou dosazené vysledky na vynikajici tirovni. Zadané dil¢i cile disertace byly zcela
splnény. Konkrétni podil Mgr. Michaely Blazikové na ziskani a prezentaci vysledki je ziejmy
a podstatny.

Otazky:

1) Jak byste zjednodusen¢ popsala shlukovani proteint, které je indukované zménou
jejich piirozené konformace v dusledku mutaci ¢i stresu? Jak lze vyjadfit rozdil
mezi vratnou a nevratnou agregaci esencialnich bunéénych proteinli v zavislosti na
sile aplikovaného stresu?

2) Lze pti navrhovani mechanismi vytvareni struktur vyssich fadt uvazovat téz o
shlukovani regulacnich ¢i esenciadlnich proteini pomoci jednoho ¢i vice tzv.
“lepicich proteinti”, které by pfijetim signalu zménily svou konformaci a indukovaly

shlukovani s nimi interagujicich proteinti?



3) Uvolnéni mRNA z polyzému je podminkou vytvoieni tzv. P-bodies. Podobn¢ je na
uvolnéné mRNA z4visla i tvorba stresovych granuli. Lze proto mRNA povazovat za
hlavni substanci, na které zavisi shlukovani translacniho aparatu za stresu?

4) V jakém stavu je zahrnuty rukopis pfipravované publikace.

Zavér: Disertatni prace Mgr. Michaely Blazikové méa vybornou uroven, nebot vétSina
vysledkd je kvalitni a Ize je ptifadit ke Spickovym poznatkim soucasné bunécné biologie.
Autorka nepochybné prokazala schopnost prace s odbornou literaturou, spoluprace ve
védeckém tymu i schopnost sepsat védeckou publikaci. Prace mé vSechny potiebné formalni
nalezitosti a dle mého nédzoru zcela vyhovuje kritériim, ktera jsou kladena na doktorskou
disertacni praci. Praci doporucuji k obhajobé a po jejim tspésném pribéhu doporucuji udelit

autorce titul PhD.

V Praze dne 6. 1. 2014
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