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Posudek na diseriaéni prici Mgr. Jany Konifové na téma: Funkee DISPAPTCHD2 v neurdloich
buiikach.

PiedloZeni disertaéni prace se zabyva studiem vyenamu proteinu DISP3 ve vivaoji neurdlnich bunék.
Pristup autorky k danému problému je velmi komplexni, jak z pohledu pougitych metod a metodik, 1ak
s ohledem na poudité experimentilni modely, od neurdlnich kmenovych bungk pres imomalizované a
nédorove bunééng linie, aZ po transgenni my&i. Objem odvedené price je tak obdivuhodny. Na pouzitych
modelech a s poukitim vhodnych experimemtalnich pFiswpl autorka prokizala, 2e DISP3 pozitivng
podporuje proliferaci jak newrdlnich kmenovych bunék, tak i jejich éasnvch potomki. Na druhou strany,
DISP3 potlatuje diferenciaci téchio bunék. Fozorovany fenomén divi pak autorka do souvislosti s mutacemi
DISP3 a wvenikem nadord, zde zejména meduloblastomu. Na  zdkladé poznatki o  vyznamu
podobnych/spiianénych proteind s DISP3 v rozvoji nervovich onemocnéni obecné, je v prici diskutovina i
moknost viiva poikozeni regulace a funkee DISP3 v téchio pfipadech.

Forma disertaéni price je standardni, text je délen na dvod. literdmi piehled, cile, popis materiali a
metodik, vysledky, diskusi, zdvér, poukitou literaturu a piilohy. Text je prehledny, vistizng informativni,
s obfasnymi anglikanisimy ve slovosledu. Prekleph je minimem, £a ponékud nestandardni povaduji faki, e
Obsah® je soulasti | Obsahu™, podobné jako  Abstrakt, a e kapitola . .Cile price* phedchizi literdrni
plehled, 2 kiereho by naopak méla vychazet. Seznam zkratek pak plsobi ponékud nekonzistentné, nékierd
zkratky jsou pieloZeny i do SeStiny, jiné ne, u nékieryeh je i vysvétlivka, oviem jen tieba v anglicting, jinde
neni, i kdyz jde o podobny termin. U nékterveh pieklad zase neodpovidd originalu. Zkratky by také mély bt
v textu vypsiny pii jejich prenim pou®iti.

Po obsahove strance je price viak velmi precieni a ziskané vysledky pfinddl cenné nové poznatky o
postaveni/vyznamu DISP3 v neurogenezi a v potenciondlnich patologiich nervového systému. | pfes mé nike
uvedené pripominky, jsou vysledky dobfe dokumentované a presvéddivé. Autorka danou problematiku
evladla dobfe uchopil, #pracoval, vhodné interpretovat ziskand data a zasadit je do odpovidajiciho kontexiu
poznini v daném obory, Na zaklade téchio faktd se domnivam, fe autorka spinila poZadavky na vwvpracovéni
disertatni prace a predlodenou disertalni praci doporuduji k obhajobé s cilem ziskini titulu Ph.D.

Neiméry & diskusi:

. Velmi mne piekvapila distribuce bunék v jednotlivich fazich bunéiném cyklu. Nejen v nadi
laboratoft je typicke nejvétdi zastoupeni bunék v 5- nasledované Gl-fizi, a to jak pro ES, tak pro
WSC bufiky, podobné pro rizné typy nddorovych a imormalizovanych bunék, s kierymi jsem se
setkal. Autorka ukazuje nejvydi hodnoty pro G2/M-fdzi, na col v diskusi navazuje dvahou o
regulaci kontrolniho bodu pfechodu § <= G2IM. Domnivam se, fe bud je poudity bunéény model
prosig znatné nestandardni, a nebo jsou data Spatné vyhodnocena. Osobné se domnivim, 2e nebyla
provedena korekee na v, “doublery™, a tim do G2 Gee prispivaji | bufky 2 Gl-fase. Prosim o
phjasnéni, Nestardadnost bunék by dal vywvolivala otazku o vhodnosti pouziti NSC derivovanych 2
ES bunék, kdyZ jak embryonalni, ik adulini my3i NSC je velmi snadne ziskat a celkové by byly
vhodngjgim modelem, néz selekiované derivity.
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. Autorka uvidi, 2e data byla vyhodnocena neparovim t-testem s Welchovou korekei. Zde bych mél

plipominku, Ze ne viechna prezentovana data byla sumisticky vyhodnocena. Autorka pak celkem
volné popisuje data, %e se purametr viznamné méni. pFitom nékdy neni ani vyhodnocen, nékdy neni
rozdil vwenamny, tim se naznaduje. Fe statistické hodnoceni viasmé nemd smysl, a stadi hodnotit
Ldle oka*, osobné tento pHstup nepovakuji za spravay. Nekterd prezentovand data by pak méla byt -
hodnocena spise testem ANOVA, piipadné nékterou z jeho neparametrickych variant, a pokud 1-

 testem, tak s korekei na multiplicitu skupin. Navic data ziskand na NS-5 bufikich v experimentech

charakterizujici diferenciadni protokoly jsow prakticky z pohledu t-testu pdrovid. Doporuluji tedy
vénoval vice pozornosti statistickému zpracovini a interpretaci vysledki.

Nardst exprese transktipru pro DISP3 je verazndjsi v podatedni fazi diferencialniho experimentu, né2
jeho nasledné snifeni v disledku diferencince. Toto nekoreluje s imunohistochemii v experimenti
s exogennim sniZeni/zvidenim exprese DISP3. Nebylo by dobré plistoupit k analyze téchio dat také
western blotem, jak tomu bylo v pfipadé overexprese DISP3?

Pomoci genetickych modifikaci jste ziskali bunééné linie nebo smésné populace? Z textu pro mne
spite plyne, ¥e jde o smésné populace, kde vidim vihodu ve variabilité, ale diky nestabilité béhem
kultivace nevhodnost pro ndslednd opakovini experimentu, kdy v rimei populace dochizi
relativid rychle k selekei nedefinovanyeh subpopulaci.

Neuvazovali jste o vyuZiti reportérové analyzy/assay nebo detekee nékterého cilového genu, pro
potvrzeni zmény v aktivité drihy SHH v disledku regulace exprese DISP3?

Zajimavd je zminka o zméné chovini my&i s mutacemi v podobnych genech, pozorovali jste néco
obdobného, nebo neplinujete podebnou studii s Vasimi wansgennimi mysimi kmeny?

Dirahmassi:

Str. 19, zde je uvedeno, 2e geny jsou uvelitovany, co? je nejspiSe preklep.

Znamé typy totipotentni bunék u saved neni vhodné oznatoval za kmenové, nemaji schopnost
sebeobnovy vramci pHimého déleni, co? je soutasti definice kmenové buiky, jak je ve vlastim textu
uvedeno o nékolik fadek vise.

Citované price autor( Bain a Kawasaki v souvislosti s NSC. Tito autofi se nezabyvali NSC, ale indukci
neurogencze U ES bundk, 17ko pak tedy poukit tyto citace jako alternativaibo modelu ziskini NSC u
pluripotentnich bunék. V jejich pedminkich je dost problematické nastaveni self-renewal modu pro N5SC.

Price by si jisté zaslouZila noveéidi klidovi review,

Autorka uvadi, #e pouzila kombinaci médii DME/F12 a Neurobasal, ale neuviadi v jakém poméru,

Obr.17 uvidén PCR pro O4 antigen, kiery neni vyohrazen a i tak je nesmysiny.

Metitko ve fotografiich je dobré zvvk.

U zobrazeni analyzy distribuce bunék v jednotlivyeh fizich bunééného cyklu. neni jasné, jestli se
statisticky vyznamné lifily bufiky ve viech fazich, nebo jen v nékterych.
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