=4 IMG
=\ Ustav molekularni genetiky AV CR, v. v. i.

OPONENTSKY POSUDEK NA DISERTACNI PRACI MGR. MILOSLAVY MANINOVE

SIGNALING MECHANISM IN NUCLEAR REORIENTATION AND ITS FUNCTIONAL SIGNIFICANCE IN CELL
MIGRATION

PredloZzend disertacni prace Mgr. Miloslavy Maninové zabyvajici se mechanismy bunécné lokomoce
byla vypracovana na zakladé experimentalnich vysledk( ziskanych v pribéhu jejiho doktorandského
studia v Laboratofi buné¢né signalizace Mikrobiologického ustavu Akademie véd Ceské republiky v
ramci studijniho programu molekularni a bunécné biologie, genetiky a virologie Univerzity Karlovy
v Praze pod vedenim Ing. Tomase Vomastka, PhD.

Lokomoce bunék je jednou za zdkladnich vlastnosti Zivota. Schopnost pohybu jednobunéénych
eukaryont si zachovaly i buriky mnohobunécnych organism, kde pohyb bunék je slozkou vyvojovych
procesu, regenerace tkani, vykonu funkci imunitniho systému a za patologickych situaci je napfiklad
spojeny s rozsevem nadorovych bunék. Detailni pochopeni molekularnich mechanismi pohybu
bunék je tedy jednou ze zékladnich biologickych otazek s aplikaénim presahem do mediciny.

Dizertacni prace Miloslavy Maninové resi dil¢i, ale zasadné dulleZity aspekt spojeny s pohybem bunék,
a to je pohyb bunécného jadra, ktery je koordinovan s pohybem celé bunky. Prace se snaZi najit
odpovéd na jednu z dosud nezodpovézenych otazek, jak je fizen rotacni pohyb jadra béhem
polarizace bunék, s vyuzitim bunécné kultury potkanich fibroblastd RAT2. Prace se zabyva jak
otazkami mechanismu rotace jadra pfi zméné sméru pohybu bunék, tak signalnimi drahami tuto
rotaci regulujicimi.

Prace si kladla za cil zodpovézeni téchto specifickych otazek: a) objasnit signalni drahy podilejici se na
reorientaci jadra béhem bunécné polarizace, b) odhalit komponentu bunécného cytoskeletu
odpovédnou za generovani sily reorientujici jadro a konecné c) funkéni vyznam jaderné reorientace
pfi bunécné migraci a Ulohu perinuklearnich aktinovych viaken v téchto procesech.

Prace je psana klasickym stylem zkracené verze v anglickém jazyce v obvyklém ¢lenéni na dvod
obsahujici literarni prehled, cile prace, shrnuti vysledk(l, seznam pouzitych metod a publikaci a je
zakoncéena diskuzi vysledk(, jejich shrnutim a seznamem literatury. K textu je prifazen dodatek
obsahujici kopie tfi publikaci a dvou rukopisll v recenznim fizeni, které obsahuji prevaznou ¢ast
vysledk( dizertacni prace. Rukopisy byly v mezi¢ase od odevzdani dizertacni prace rovnéz prijaty
(prace je tedy zaloZena na péti publikacich). Nelze opomenout zdUlraznit, Ze prace je napsana velmi
srozumitelné dobrou angli¢tinou s mimoradné peclivym grafickym zpracovanim, bez formdlnich
nedostatkld a minimem preklepd.

Literarni prehled je velmi podrobnym a logicky ¢lenénym uvedenim do problematiky bunécné
migrace a odpovédnych regulacnich procesll, obsahuje soucasny stav poznani této oblasti nejen v
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mife nezbytné pro pochopeni aktualnosti vytycenych otazek, ale i pro vhled do procesli pfimo
nestudovanych, nicméné souvisejicich s problematikou bunécné migrace. Text je cCtivy a velmi
poucny, doprovozeny impresivnim mnozstvim vice nez 250 literarnich odkaz(. Autorka tim prokazala
rozsahly prehled v dané problematice.

Seznam pouzitych metodik dokumentuje, Ze autorka zvladla Siroké spektrum molekularné- a
bunécné-biologickych metod véetné ¢asové velmi naro¢né kvantitativni analyzy obrazu.

Vysledkova ¢dst a prilozené publikace bez pochyb dokumentuji, Ze cile dizertacni prace byly
naplnény. Vysledky experimentd byly publikovany v kvalitnich recenzovanych ¢asopisech (FEBS J., IF
4,2; BBA-MCR, IF 5,1; J. Mol. Biol., IF 4,5; Cell Adh. Migr., IF 3,3 a Histochem. Cell Biol., IF 2,8) a prosly
tedy nezavislym recenznim fizenim. Mgr. M. Maninova je prvni autorkou na tfech publikacich. V praci
bylo dosaZeno celé fady zcela novych vysledkd, za nejvyznamnéjsi z nich povaZuji objasnéni uUlohy
aktivace GTPazy Rho lysofosfatidylovou kyselinou a integrinové signalizace FAK/Src v regulaci
reorientace jadra a dale nalez, Ze pro reorientaci jadra je nutné fyzické spojeni mezi jadrem a
cytoskeletem prostfednictvim komlexu LINC a vytvofeni struktury perinuklearniho aktinu, jejiz
pfitomnost ¢i absence ma vliv na typ (modus) migrace bunék.

V kapitole "Discussion"”, kde jsou ziskané vysledky interpretovany vzhledem k sou¢asnym poznatkiim,
je zajimava cast diskutujici experimentadlni ndlezy vzhledem k fyziologickym podminkam
trojrozmérného prostoru tkani.

V celé praci neshleddvam zadné podstatné formalni nedostatky, naopak text je vypracovan velmi
peclivé a k textu mam jen minimum drobnych pfipominek:

- V literdrnim Uvodu na strané 15 by byl vhodny odkaz na schéma definujici jednotlivé typy
usporadani aktinovych vlaken (tj. Fig. 2.3).

- Na strané 16 by bylo informativni uvést schéma k regulaci GTPaz.

- U Fig. 4.10. E a 4.11. chybi udaj o typu jednotek na ose "y".
Otdazky:

1) Uvod poskytuje velmi dobry prehled informaci nutnych k pochopeni bunééné migrace. Fokalni
adheze predstavuji mista fyzického kontaktu integrini s proteiny extracelularni matrice. Moji
otazkou, na jejiz odpovéd jsem v Uvodu nikde nenarazil, je, jaka je povaha téchto interakci a jak je
tato fyzikalné-chemicka interakce regulovana? Souvisejici otdzkou je, zda se da pohyb bunék v

xn

klasické bunécné kulture zpétné "vystopovat" podle néjakych znacek, které zanechaly na substratu?

2) PouZivany termin "reorientace jadra" predpoklada, Ze i jddro ma svou polaritu a Ze synchronizace
polarity jadra s polaritou buriky ma funkéni vyznam (viz oddil 7.3.3). Tuto predstavu podporuje
"reorientacni checkpoint" uvedeny v kapitole 4.3. "Nuclear reorientation facilitates the establishment
of cellular polarity", ktery naznacuje aktivni prispévek jaderné orientace k bunécné repolarizaci (a
rovnéz predchozi prace z jinych laboratofi demonstrujici pohyb celého jadra vcéetné obsahu, viz



Ustav molekularni genetiky AV CR, v. v. i.

strana 30). Jak Ize polaritu jadra experimentalné urcit a jaky molekularni mechanismus by stal v
pozadi "rozpoznani" jaderné polarity nutné pro fyzikalni natoceni jadra s ohledem na smér migrace, a
tedy ktery by potvrdil existenci "reorientacniho checkpointu"? Je reorientovana poloha jadra nutnd
pro zahajeni migrace? MUzZe byt jadro orientovano béhem migrace i jinak nez v podélném, tj. pficném
postaveni ke sméru migrace? Pokud tomu tak je, jak je napf. popsano u nddorovych bunék U20S
(oddil 4.11, strana 59), jde o vylu¢né anomalni stav typicky pro nadorové bunky zplsobeny absenci
perinuklearniho aktinu? | pres vSe vySe uvedené moji otazkou je, zda neni moziné vysledky
interpretovat tak, Ze "reorientace jadra" ("posunuti" os elipsoidu ke sméru migrace) je zpUsobena
pasivni elastickou deformaci jadra (a tedy nikoliv jeho otocenim) v dlsledku plsobeni vnéjsich sil
(napr. tlakovych sil generovanych perinukledrnim aktinem a s nim asociovanych sloZzek cytoskeletu)?
Lze tuto predstavu zcela vyloucit?

3) K experimentu uvedenému na Fig. 4.10 (strana 52) - je ndhla zména sméru pohybu buriky smérem
k "rané" spojena v disrupci perinuklearniho aktinu? Byla pozorovana disrupce perinuklearniho aktinu
ve vsech bunkach nezavisle na pozici jadra vici rané? Nebo zde byla zavislost na poloze jadra?

4) Autorka v literarnim prehledu uvadi (strana 34), Ze jaderna lamina prostiednictvim komplexu LINC
hraje ulohu v pohybech jadra. Senescentni bunky (tj. bunky se setrvalou zdstavou bunécného cyklu)
jsou nové povazovany za prekursory nadorovych bunék. Jednou z charakteristik senescentnich bunék
je vyrazné snizeni hladiny laminu B1. Je mozné, ze snizend hladina laminu B1 ovliviiuje organizaci
perinuklearniho aktinu a tim i polaritu a migraci senescentnich bunék? Je snizend hladina laminu B1
charakteristicka i pro nékteré typy nadorovych bunék?

Zavérem shrnuji, Ze dosazené vysledky dizertacni prace Mgr. Miloslavy Maninové jsou vyznamnym
prispévkem k nasemu porozuméni molekuldrni podstaty procest reorientace jadra béhem
ustanoveni bunécné polarity a migrace. Bylo mi potésenim tuto prdaci posuzovat pro jeji vynikajici
kvalitu jak po strance experimentalni, tak interpretacni a formaini.

PredloZzend prace nepochybné prokazuje zpuUsobilost Mgr. Miloslavy Maninové k védecké praci a
odpovida pozadavkim kladenym na doktorandskou disertacni praci. Proto doporucuji, aby prace byla
pfijata jako zaklad pro Fizeni o udéleni védecké hodnosti Philosophiae doctor.

V Praze 25. srpna 2016

MUDr. Zdenék Hodny, CSc.
Oddéleni integrity genomu
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