Oponentsky posudek

doktorské disertacni prace Mgr. Evy Stejskalové

Disertacni prace ,Formation of splicing machinery in the context of the cell nucleus” Mgr. Evy
Stejskalové se zabyva vybranymi problémy regulace sestfihu mRNA. Ke studiu molekularnich detaill
sloZitého biologického procesu, jakym regulace sestfihu bezesporu je, pfistupuje s vyuZitim komplexni Skaly
experimentalnich metod, s dlirazem na in situ/in vivo lokalizaci, studium dynamiky a interakci zd¢astnénych
proteind a makromolekuldrnich komplexh pomoci fluorescenéni mikroskopie. Prace obsahuje radu
pGvodnich védeckych nalezd. Kvalita nemalé Casti znich byla jiz ovéfena nezavislymi oponenty
v recenzovanych ¢asopisech.

Formalné jde o kvalitné zpracovanou praci s prehlednym a ucelnym clenénim. Zacind obsahlym
Uvodem, ktery ve stru¢nosti a Uplnosti poskytuje nezbytny zaklad pro &teni vysledkové &asti. Dalsich
rozsitujicich informaci se ¢tenati dostane v Diskusi, a to az v nezvyklé mife. Osobné bych témér celé Uvodni
dvé stranky Diskuse (str. 73-4, s vyjimkou posledniho odstavce), které nediskutuji namérena data, pripojil
spise jesté k Uvodu. TotéZ plati pro Gvodni dva odstavce druhé ¢asti Diskuse (str. 75-6) a pro obsahly
odstavec popisujici prehled interakci Brd2 (str. 79). Vzhledem k rozsahu vyuZiti metod fluorescencni
mikroskopie v experimentdlni ¢asti prace jsem velmi ocenil zejména kapitolu 1.4 Uvodu, ktera piehledné
shrnuje dosavadni stav poznani o prostorovém usporadani biogeneze snRNP komplex( in situ.

Cést vénovana vysledkim je rozdélena na tfi kapitoly tematicky zamérené po fadé na tfi hlavni cile
prace. Toto ¢lenéni je striktné dodrzeno i v Diskusi a Zavérech, coz sice usnadnuje ¢teni textu, zdroven se
vSak ponékud vytrdci jednotici prvek celé prace. To nikterak neznamena3, Ze prace je tematicky roztfisténa.
Naopak, napt. kapitoly 1 a 2 jsou spojeny velice Uzce, a to spoleénym interakénim partnerem pro SMN
komplex (kapitola 1 Vysledkd) a RBM39 (kapitola 2), U1-70K. Jen tyto syntetické pozndmky nejsou v textu
prace patfiéné zdlraznény.

Prace je psana pomérné dobrou angli¢tinou s pouze drobnymi chybami. Jako mnoho dalSich ¢eskych
autord, autorka napfiklad volné zaménuje adjektiva ,fluorescent”, tedy schopny fluorescence, event.
fluoreskuijici, a ,,fluorescence”, tedy fluorescencni, vyuzivajici jevu fluorescence apod. Tak se napf. na str. 7,
8 a 39 pise o, fluorescent microscopy approaches”, na posledné jmenované strance pak téz o, fluorescence
in situ hybridization”, ale i o ,fluorescent in situ hybridization”. Rovnéz nékteré odborné terminy jsou
ponékud nestastné volené: napf. "FRET microscopy" (str. 61) - podle kontextu lze soudit, Ze byla pouZzita
fluorescenéni mikroskopie k detekci FRET. BézZné se nepouZivaji fluorescencni mikroskopy Uzce
specializované pouze na FRET méfeni, proto pojem ,,FRET microscopy” povaZzuji za zmatecny. Na nékterych
mistech textu je nepfesnost termin(l jesté vice matouci: napfiklad, kapitola 2.2 Uvodu se jmenuje "Intron
definition" (str. 22, 23). V textu kapitoly vSak tento termin chybi - ¢tenar se dozvi pouze o "exon definition"
(v textu i v obrazku 11), pfipadné o "intron recognition" (v textu). Je ponechdno na ném, aby rozhodl, zda
jde o synonyma. Rovnéz v pripadé pojma "diffusing fraction" a "unbound fraction" pouzitych pfi popisu
modelu pro analyzu RICS dat neni jasné, zda jde o dva nezavislé parametry (jak Ize pochopit na zakladé
textu na str. 68), prestoZe jejich pojmenovani je vyznamové fakticky totozné. Vyznam slovniho spojeni
(str. 73): "majority of protein higher eukaryotes coding genes" je nejasny a priznavam, Ze z véty (str. 78):
"Moreover, a sigmoidal response resulting from subtle changes in splicing factors levels in such a
cooperative network would enable nearly digital regulation of alternative splicing." jsem byl zcela zmaten.
Podle mne pojem ,digitdlni“ oznacuje veli¢inu nespojitou, tedy néco, co lze ,spoclitat na prstech”.
Souhlasim sice, Ze strmé sigmoidalni charakteristiky slozitéjSich regulovanych soustav mohou mit quasi-
digitalni charakter, v textu je vsak tato pomérné komplikovana poznamka uvedena naprosto bez souvislosti.
| pfes tyto pripominky vSak text hodnotim jako Citelny a kvalitné formalné zpracovany.

Odborné se jednd o kvalitni praci, kterd spliuje kritéria pro udéleni doktorské hodnosti.
Mgr. Stejskalova je spoluautorkou celkem péti praci v odbornych ¢asopisech se sumarnim IF > 22. Autorka v



Uvodni ¢asti Vysledkd uvadi rozsah svého prispévku k témto publikacim. K vécnému obsahu prace mam
nasledujici komentare:

Negativni kontrola ve FRET experimentu (obr. 23, str. 52) se nezda byt vhodné zvolena. | v pripadé,
Ze by U1C interagoval se SMN, byla by, vzhledem k nizké koncentraci U1C v gems (obr. 22),
naméfena hodnota FRET mnohem mensi nez v pripadé U1-70K, ktery se v gems silné akumuluje
(obr. 20). Vysoka naméfend hodnota FRET v pfipadé U1-70K by naopak mohla byt pravé jen
disledkem vysoké koncentrace donoru v gems. Dalsi prezentované vysledky (obr. 24) jasné ukazuiji,
Ze tomu tak neni a Ze zdvéry uvedené autorkou jsou korektni. Samotny obr. 23 k takovému zavéru
vsak nestaci z vySe uvedeného ddvodu.

Hodnota difuzniho koeficientu pfi RICS analyze (str. 68) byla dle textu zafixovdna podle
stoprocentné pohyblivého BD-mut1+2. Je zavadéjici tuto hodnotu opakovat v tabulce (Tab. 2), kde
to vypada jako opakované ziskana shodna hodnota volného parametru.

Uvadét v Tab. 3 (str. 70) disocia¢ni konstantu i vazebnou dobu je redundantni, vzhledem k tomu, Ze
se jedna pouze o reciproc¢ni hodnoty téhoz parametru. Namisto toho bych uvital uvedeni hodnot
ostatnich parametrl pouzitého modelu, tj. difuzni konstanty a mobilni frakce.

Jak autorka spravné uvadi v textu, je vazebnd doba v pfipadé BD-mutl+2 extrémné kratka, a to i pfi
inhibici HDAC (str. 70). Neptekvapuje proto, Ze pokusy analyzovat FRAP kfivky neinhibovaného
vzorku, kdy bude vazebny potencidl mutovaného Brd2 jesté nizsi, se nepodafilo. Tak rychlé kinetiky
budou zjevné nad rdmec FRAP metody, neni tedy tfeba pti hodnoceni experimentu volit zklamany
tén. Za jak dlouho po vybéleni bylo lze nasnimat prvni obrazek vybélené oblasti? Toto bude kriticky
parametr experimentu. V metodické sekci se pouze pise, Ze bylo pofizeno 65 obrazkli za 5 min, a z
obrdzku 36 je patrno, ze ¢asova prodleva mezi jednotlivymi obrazy se postupné zvysovala. Neuvadi
se okamzik sejmuti prvniho obrazku. Nepredpokladam vsak, zZe by to bylo za dobu srovnatelnou s
vazebnou dobou, kterou Ize v tomto pfipadé ocekavat nékde kolem jedné stovky ms.

Neni jasné, proc jsou v obrdzku 36 (str. 72) uvadény obrazy jednotlivych analyzovanych bunék -
obrazky nejsou komentovany nikde v textu a nelze z nich jednoznacné vycist jakoukoli souvislost
mezi tvarem FRAP kfivky a distribuci fluorescence v ramci jadra.

Na autorku prace nemam dopliujici otdzky. Nicméné, ndsledujici Uvaha by mohla inspirovat diskusi po
skonceni obhajoby:

V kapitole 2 Uvodu se viceméné mi¢ky predpoklddd, 7e skladani spliccosomu se déje povétsinou
kotranskripcné, a tedy v mistech probihajici Polll aktivity. V kapitole 3 se ale hovofi i o posttranskripénim
splicingu. Kde v ramci jaderné architektury k nému dochazi? Jakym zptsobem se snRNP komplexy dostavaji
z mist vzniku na mista funkéniho uplatnéni? Pokud se to déje prostou difusi, jakou roli mlze sehrat fakt, ze
rlzné casti spliceosomu vznikaji v rlznych jadernych kompartmentech, napf. v regulaci alternativniho
sestfihu? Nabizi se srovnani s kinetickym modelem regulace alternativniho sestfihu.

Zavérem lze fFici, Ze autorka nepochybné prokazala pfedpoklady k samostatné tvorivé védecké praci a
doporucduji proto, aby ji na zakladé této prace byl udélen titul PhD.
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