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Posudek na disertacni praci Mgr. Miloslavy Maninové
s ndzvem

Signaling mechanism in nuclear reorientation and its functional significance in cell migration

Miloslava Maninova predloZila k obhajobé dizertacni praci slozenou z 92 stran vlastniho textu a péti
pfiloh obsahujicich vytisky péti publikovanych praci, z nichz dvé tohoto roku. U tfi publikaci je
Miloslava Maninova prvnim autorem.

Pfedklddand prace se zabyvd vsoucCasné dobé velmi aktudlni problematikou, a to studiem
mechanismU odpovédnych za regulaci procesd spojenych s migraci a polarizaci bunék. Autorka se
zaméruje na molekuldrni a biologickou podstatu reorientace jader zejména u embryonalnich
fibroblast(l RAT2. Jde o zajimavou, dlleZitou a experimentalné narocnou problematiku, se kterou se
autorka zddrné vyporadala.

Celkové je prace velmi pékné a peclivé napsand dobrou anglitinou, s vynikajici grafickou Upravou
vhodné pouZitych schémat a obrazkd. Kvalitni literarni reserse v Gvodu doklada dobrou orientaci
autorky vtématu. Cile a pracovni hypotézy jsou jasné formulované. Paradoxné ktomuto
,standardnimu” formatu pridce je metodickd ¢ast pouze obecnym vypisem pouZitych technik.
Uvedené metody jsou vsak k dohledani v pfilozenych publikacich. V pribéhu c¢teni vysledkové casti
mi vytanuly mnohé otazek, fadu z nich vsak autorka zodpovidd v zavérecné diskuzi, coz hodnotim
pozitivné, neb udrZuje ctendre ve stiehu a zavérem poskytuje jisty pocit uspokojeni. Mam formalni
vyhradu k snizenému kontrastu u tisténé formy barevného zobrazeni aktinovych struktur v detailnich,
avsak malych obrazcich (namatkou Fig. 4.9D, 4.10A, 4.11A), kde Cervené znazornény aktin zanika
v modré barvé chromatinu. Vyrazné Citelnéjsi je kombinace Sedé skdly s modrymi jadry, ktera je misty
vyuZita (e.g. Fig.4.9A, 4.10B).

K diskusi, doplnéni a objasnéni mam nasledujici dotazy:

1. Vpodminkach planarni kultivace s homogenni distribuci adhezivnich proteini neni pohyb
fibroblast(i jednosmérny a plynuly, nybrz smér méni a pohyb jak uvadi autorka je , pidéalkovity”.
Méni se struktura cytoskeletu v delSim casovém Useku? Zlstavaji perinuklearni vlakna
zachovana v pribéhu migrace, nebo opét dochazi k rozruseni aktinové cepicky? Vzhledem
k rozvolnéni perinukledrnich vidken pfi naruseni bunécné monovrstvy, Ize ocekdvat tyto jevy
(ztrata aktinové Cepicky, reorientace jadra, znovuustaveni perinuklearnich vldken) jako cyklické,
ac je pohyb , kontinualni“? Lze ocekavat obdobné chovani u bunék mesenchymalniho charakteru
a naslednou zménu chovani napf. pfi MET?



V préci je popsan mechanismus utvareni perinuklearnich aktinovych vldken. Jejich usporadani
bylo popsdno ve vztahu k jaddru burnky pouze v jeho apikalni ¢asti. U kmenovych bunék je mozné
pozorovat pomoci konfokalni mikroskopie aktinova vldkna prochazejici také stfredem jader, ¢i
vldkna protinajici jadro ve vertikalnim sméru. Bylo popsano, nebo pozorovali autofi, Ze by takova
prostupujici stavba cytoskeletu nevznikala u fibroblastovych bunék, resp. bunécnych typt
svysokou migracéni aktivitou, ¢&i specifickym typem pohybu? Tim navazuji na
elektronmikroskopicka pozorovani v posledni ¢asti prace.

Wound healing assay je metoda casto vyuZivand pro svou nendrocnost a cenu. V pfipadé
modifikace kultivaéniho povrchu adhezivnimi proteiny vSak dochdzi pfi uplatnéni této metody
k poruseni integrity nejen bunééné monovrstvy, ale také adhezivni vrstvy. Jeji nevyhodou je tak,
Ze mohou byt zavedeny artefakty ve formé zmény topografie povrchu, resp. koncentrace
adherentnich protein(, coz pro nékteré typy adherentnich bunék citlivych na slozeni ECM muze
znamenat zménu chovani a zkresleni vysledk(l. Byla tato fakta zohlednéna, resp. zaznamenan
vliv v pribéhu analyz (live imaging) RAT2 bunék?

Vzhledem k aktualnosti tématu v souvislosti s intenzivnim studiem vlivu topografie a tuhosti
povrchid na chovani bunék vyuZitelnych pro tkarové inZzenyrstvi, zvazujete prohloubeni poznatk
také o tuto oblast, pfip. propojeni vysledk( této prace s charakteristickou ulohou fibroblastl —
produkce extraceluldrni matrix?

Zavérem bych rad zdlraznil, Ze prezentovana prace Mgr. Miloslavy Maninové spliiuje veskeré

odborné a formalni nalezitosti na tento typ prace kladené a na zakladé kvality predlozenych publikaci

Ize také konstatovat, Ze presahla primér dosahovany studenty doktorského studia, proto

jednoznacné doporucuji praci k obhajobé a nasledné udéleni titulu Ph.D.

V Brné 18. zari 2016

Ing. Josef Jaros, Ph.D.

Ustav histologie a embryologie
Lékarska fakulta, Masarykova univerzita
625 00 Brno



