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Slovni komentar k praci:

PredloZena prace vyuZziva metody site-specific mutageneze genli meisla a meis1b s vyuzitim
CRISPR/Cas9 u dania pruhovaného pro naslednou analyzu role meis1 faktort ve vyvoji neuralni
liSty. Fenotyp knock-out crispantii je poté srovnan s fenotypem knock-down morfanti. Pouziti
morfolin pro blokaci translace ¢i splicingu neni idedlnim piistupem pro blokaci funkce genti a

v subrecentni dobé byl tento pristup Casto Kkritizovan. Tvorba mutantli pomoci site-specific nukleaz
nabizi mnohem presnéjsi nastroj pro studium role urc¢itého genu pro vyvoj té které struktury ¢i
organu, zarovei je ale technicky a ¢asové narocnéjsi. Ocenuji, Ze se v predloZené praci podarilo
vygenerovat mutanty pro oba meisI geny a Ze k zaloZenf stabilnich linii jiZ doSlo ¢i pravé dochazi.

Mam zkuSenosti s generovanim rybich transgennich linii a vim, kolik energie, prace a ¢asu vSe trva.
Proto Petrovi Nicklovi gratuluji, Ze se mu toto béhem diplomového projektu povedlo a absolutné
nezpochybniuji mnoZstvi prace, které bylo béhem diplomového projektu odvedeno. Je ale $koda, Ze
toto mnozstvi prace tak dplné neni odrazeno v predloZzené diplomové praci. Ocenuji, Ze prace je
napsana v anglickém jazyce, a nékteré pasaze bylo radost Cist (napft. kapitola 3.1.2.2. o riiznych
typech site-specific nukleaz). U ostatnich pasazi jsem ale nabyl dojmu, Ze nedoslo ke korekture ze
strany nékoho zkusenéjsiho, a to jak po strance formalni, tak po strance védecké. Z formalniho
hlediska: ¢asto chybi predlozky, chybi ,-s“ na konci sloves ve tfeti osobé, jsou priliSné pouZivany
carky a Casto nespravné pouZzivano casovani sloves a anglicka struktura véty. VSe dohromady velmi
znesnadiiuje ¢teni ,na prvni dobrou“ a vede k mnohem horsSimu dojmu, nez co ta prace samotna ve
skutecnosti ptrinasi. BohuZel takto nejvice utrpéla diskuze, u které bych si navic dovedl predstavit, Ze
bude vice diskuzni.

Konkrétné diskuzni kapitola srovnavajici fenotypy ziskané pomoci meis1 knock-down a knock-out
piistuptli by zaslouZzila kompletni pirepsani. Je tak chaoticka a Spatné strukturovana, Ze v ni jakékoliv
zdivodnéni podobnosti ¢i rozdilnosti mezi obéma pristupy kompletné zanika. To je pomérné
zasadni problém, protoZe pouZiti mutantnich linif namisto recentné vSeobecné kritizovanych
morfolin nevynikne, resp. viibec se neospravedIni pouziti CRISPR/Cas9 pristupu.
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Zatimco vysledkova ¢ast popisujici generovani a ovérovani crispanti je perfektni a nemam k ni
zadné pripominky, s interpretaci analyzy fenotypu meis1 morfanti a krispanti moc spokojeny
nejsem. Chapu, Ze se jedna o prvotni screen. O to vice by se ale mélo dbat na opatrnost v interpretaci
fenotypi mutantd. Navic obrazky v tabuli 35 jsou malé a chybi detaily. Z obrazk barveni alcianovou
modii nedokazu rozhodnout, zda se fenotyp mutantti/morfanti lisi od wild-typu. V textu jsou
rozdily popisovany, v obrazku ale naznaceni rozdili chybi. Pro popis role meis1 faktorti béhem
vyvoje neurdlni listy je pouzivana exprese markeru dix1a a foxd3. Z obrazkil ale nejsem schopny
rozhodnout, zda se néjaké rozdily vyskytuji, ¢i nikoliv. To vSe vede k dojmu, Ze fenotyp byl odecten
hlavné na zakladé celkového tvaru embryi, ktery samotny je mozna ovlivnén funkci meis1 faktort
béhem casnéjsich fazi vyvoje (7).

Jako prvotni nastiel toho, Ze meis1 faktory mohou hrat néjakou roli béhem vyvoje neuralni listy,
prace svij ucel samoziejmé splnila. Chtélo by ale nékde explicitné napsat, Ze se jedna o prvotni
studii a Ze detailni analyza fenotypu nebyla soucasti diplomové prace. To tak trochu koliduje

s druhym cilem prace, tj. ,to determine relationship between meis1 genes in regulation of NCC“, ¢ili
»urcit vztah mezi meis1 geny v regulaci neuralni liSty“. Pod timto si dovedu predstavit plejadu
interakci, napf. upstream-downstream regulaci mezi meis1 faktory, jejich vzajemnou inhibi¢ni,
aktiva¢ni ¢i kompenzaéni interakci béhem regulace transkripce, atd. Zadna ¢ast vysledki tento cil
ale neresi.

Minor pointy:
V praci je velmi nekonzistentni formatovani nazvii geni/mRNA/proteind.

V metodice jsem nenasel popis heteroduplex mobility assaye, ktera se pouziva pro identifikaci
mutanti Fo generace.

V tvodu bych si spiSe dovedl predstavit, Ze kapitola o neuralni liSté bude popisovana na modelu
dania, na kterou je prace napsang, a ne na kureti z Gilberta (2000)

Otazky:

Prace se zaobira generovanim mutantt genli meisla a meis1b pro naslednou analyzu role téchto
genl béhem vyvoje neuralni listy u dania. Proc ale ve vysledkové ¢asti chybi obrazek expresniho
patternu obou meis1 genti v dobé vzniku a migrace bunék neuralni liSty (a treba jejich prekryv

s expresnimi patterny markeri neuralni listy)?

Prace je psand jakozto priprava pro analyzu role meis1 faktorti b€hem vyvoje neuralni liSty, pritom
ale meis1 faktory mozna hraji roli (?) i v procesech predchazejicich vzniku a migraci neuralnf listy.
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Jak se zajisti, Ze dané fenotypy jsou vysledky efekti meis1 faktort na neuralni liStu a ne vysledky
ranéjSich procesii? Je pocitano s tvorbou kondicionalnich mutant@?

V praci byl analyzovan fenotyp meisla a meis1b morfant a dilezitéjsi role je prikladana genu
meis1b zatimco meisla morfanti vykazovali fenotyp podobny wild-typu. Proc ale nebyli analyzovani
meisla a meislb double-morfanti pro mozny aditivni efekt/zastupnou roli obou faktori? Ptam se na
to proto, Ze jak v ivodu, tak v diskuzi, je o tomto fenoménu zminka.

V praci jsou diskutovany fenotypy jednotlivych meis1 morfant a mozna alternativni vysvétleni
dosaZenych fenotyptl plynouci z vyuZziti morfolin. Jedno mozné vysvétleni mi ale v diskuzi chybi, a to
mozna pritomnost maternalné uloZenych meisI mRNAs. Vi se o tomto néco?

Na strané 22 se piSe, Ze neuralni lista je unikatni pro obratlovce, coz neni tak iplné pravda. Mohl
byste to objasnit?

Na strané 9 je zminka o poctu zastupct ryb skupiny Teleostei, a to 25000. Ve skutecnosti jich je dnes
popsano kolem 33500. Tato poznamka muze znit jako hnidopisstvi, ale v kontextu poCtu dnes
popsanych ¢tyinozci, kterych je kolem 30000, je toto cislo vyssi. To znamena, Ze ryby skupiny
Teleostei predstavuji nejpocetnéjsi skupinu vSech recentné zijicich obratlovca. S tim tak trochu
souvisi otazka, proc jsou v praci zminény véty o vyssich (¢lovék a mys) a niZsich Zivocisich (danio)
(str. 9 a 59) ¢i prekvapeni nad tim, Ze ryba ma komplexnéjsi genom nez ¢loveék (str. 9). Trochu mi to
zavani nepochopenim evoluce a fylogeneze. Danio se v komparativnim kontextu se savci prece
nevyuziva proto, Ze je jednodussi (ona jednodussi nenfi), ale pro svoje specifika, kterych nelze u
savcl dosahnout... Mohl byste to okomentovat?

Celkové hodnoceni:

Prace splnila naroky kladené na diplomovy projekt a samoziejmé ji doporucuji k obhajobé. Pokud
bych mél hodnotit mnoZstvi odvedené prace, hodnotil bych stupném vyborné, pokud diplomovou
praci jako takovou, hodnotil bych velmi dobre. Rozhodnuti tedy necham na prezentaci a diskuzi
béhem obhajoby.

V Praze dne 17.5.2019
Mgr. Vladimir Soukup, Ph.D.
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