Oponentsky posudek dizertagni prace Michaely Bendowd
naTvane

_Genovd exprese v kufecim embryu: mikromanipuladni a vizualizaéni metody™

Dizertaéni prace Michaely Bendové vznikla na Oddéleni malekularni virologie, Ustavu molekuldrni
genetiky AV CR pod vedenim RNDr. Michala Dvofaka, C5c. Cilem prace byla adaptovat pokrotile
metady manipulace < kufecimi embryi k vyzkumu gend podilejicich se na urfeni vyvoje bunék
meuralni listy (ML) a wywoji oka.

Michaela Bendovd identifikovala ve své prvcautorské prici publikovane v fasopisu Gene geny
modulované aktivitou proteinu v-Myb v £asném stadiu regulace kufeciho embrya. Wyulila k tomu
techniky mikromanipulace a vizualizace, které sama zavedia s vyulitim kultur multipotentnich bunék
kufeei neuralni ligty. Studie identifikovala 3 geny se zvyenou expresi, mezi nimi antagonistu BMP-4
Gremlin 2 2 7 gend se snifenou expresi, véetné genu KRT19. Antagonista BMP-4 Gremlin 2 byl
wzhledem k jeho moné roli ve formovani melanooytil analyzovan detailngji. Autorka rvladia mistrmd
$pifkovou techniku mikromanipulace a elektroporace in ovo i nasledné techniky nutng

k charakterizaci transfekovanych bunak. 7 vysledki vyvodila zévér, fe Gremlin 2 sam nedokaie
piepnout buiiky NL do melanocytarni linie, a atkoliv je cilovym genem v-Myb, nedokale jej nahradit
ve funkei pfi tvorba melanocyti.

Michaela Bendovd dile participovala na praci publikované v Pla$ Genetics prokazujici viiv proteind
Meisl a Mels? na Easny vivo] savéiho oka. Jeji znalosti ze studia kufeciho-em brya byly wudity k
dopinéni studie na myZim modelu. Pro tuto prac byla zkonstruovina  knock-out” alela Meis2 a diky
ni bylo moiné studovat simultanni wyfazeni Meisl a Mels2 v presumptivnim ektodermu colky, ktere
mélo 1a nasledek znafné sniteni exprese Paxb a Six3 v oblastech predpoklidangho vinike Cocky. Na
rozdil od tchto pend 20stala exprese Sox2 v Meis1/Meis2-mutovanem ektodermu nezménéna. Prace
vedla k zavéry, Fe Meisl i Meis2 jsou exprimoviny v casném vwvoji oka a jsou pro néj zasadné
diilezité,

Michaela Bendovd se chvalyhodné snatila sjednatit v dizertalni praci dvé studované problematiky do
jednohe ramce, daného nazvem ,Genove exprese v kufecim embryu: mikromanipulagni a vizualizaini
metody”. Ta viak vede k strukturdinim problémim, zpdsobujicim, Ie se cten afi ofekavajicimu
formulace jednotné pracouni hypotézy, mezer ve znalostech (gap-of-knowledge) a originality cte
price pomérné obtiing. Prdce ma velmi dabfe formubovany a Etivi dvod tykajici se embryogeneze
kufete {str. 23-45). Ten viak vzdaluje tenafe neznaleho autoréiny pracowni problematiky od
sledavani cilii prace. Jak ¢ uvedeno v abstraktu a v cilech prace, stfedem autorfina zdjmu se stal {po
pravu) protein Gremlin 2, ale o jeho funkei se Frenaf dozl af na str 79 v Easti Vysledly.

Vedle téchto formélnich pfipominek mam k praci nékolik pfipominek, 2 nichi prvni dvé se tykajl
biologicke relevance wysledki,

1. Inherentnim problémem pledkladané prace je, ke vétsina wysledk byla ziskdna pomoc
transfekce elektroporaci. Tato jinak spickovd metoda vede k overexpresi viatdiny studovanych
proteind a nerozliduje typy transfekovanych bundk. Vysledky ukazuji, e k expresi
slektroporovaného genu dochdzi béhem nékolika hadin a ze mezl buiky zasafend
elektroporaci patti prekurzory viech bunéénych typd uastnicich se wyvoje NL v oblasti trupu.
Otazkou je, kde nalézt fyziologicky korelat a jaky systém negativnich kontrol zvolit? Kolik
plasmidové DNA zlstane v cytoplasmé a kolik se dostane do jadra transfekovanych bunék?



laké je procento exprese? Bylo by rajimave srovnat obdrieng wsledky s nékterymi novymi
metodami vyvojove bicloge (transgeneze].

2. Pokud jde o normalni vyvoj kufeciho embrya bez nadoroveho kontextu, prod byla
diferenciace vicepotentnich bunék neuralni lsty sledovana po plsoheni pouze v-Myb a ne c-
Myb? Ackoliv je c-Myb silné exprimovan ve vétiing hematopoetickych progenitorovych
bunék, stejné neshleddvam vyhodu v pouiti v-Myb oproti c-Myb. Jakd je z hlediska vywojové
hiologie relevance pouiit pro zkoumani funkci proteinu Gremlin 2 v-Myb a ne c-Myb?

v metodické Easti prace chybi paragraf o statistickém vyhodnoceni vysledk. Statisticke wyhodnoceni
a informace kolikrat byly experimenty opakovany a jak jsou reprodukevatelné chybl ve vétiing
experimenti [obr. 22). Jsou rozdily v expresich na obr. 26 a 27 statisticky vyznamné? Statisticka
vyznanast je pfi tam prezentovana na cbr. 29,

Nic proti historickému plakitu, ktery je navic velice instruktivné proveden (obr 1). Popisky na
reprodukci jsou viak ke Skodé vic Spatné Citelné. Po pridani Eitelnych popisek by mohl byt plakat
AAA (obr 1) plnohodnotné poutit jako ilustrace k textu. Ne zcela jasné je, pro¢ nejvyidi HH na plakatu
je HH35 (oproti 46 v textu).

Protilitka HNK-1 by ¢i zaslouZila lepéiho popisu nei, ke ,byla vyvinula za jinym udelem® Str.70.

Drobné pozndmky,

= ‘ychizeji-str 42 daole.

»  Sir 45, kapitola 2,3.6: odkaz na obr 23 nasleduje po obrizku b

s Sfr. 45, kapitola 2.4, Kapitola s metodickym nazvem Elektroporace” vytvafi podivay skok od
predchozich kapitol tykajicich se vyvoje kufete.

s Str. 67 dole: misto hnédé puntiky” spide ,hnéde tetky™.

s Str. 68, kapitola 4.1.5,, Fadek 2 Kroylezy”.

«  Str. 73: 4-0HT (4-hydroxytamoxifen) chybl v seznamu zkratek.

& Str 75, Obr 23. Mélo by byt uvedeno, fe nejde (jde?) 0 barveni.

& Str.97 a 98; ,bufiky byly infikowany kentrolnim plazmidem” — transfekoviny ne infikevdny.

7averem lre konstatovat, fe prace Michaely Bendové pfes nékteré kritické pFipominky pfinesia fadu
origindlnich zjiéténi a vyhovuje pofadavkim kladenym na droven dizertacni prace, Dizertantka
osvédéila zrufnost, kreativitu a cilevédomost v zavadéni mikromanipulaénich a vizualizafnich
pastupd; je preoautorkou a spoluautorkou dvou Flanki v impaktovanych Easopisech. Praci doporucuji
k obhajobé a podle jejiho wsledku k udéleni doktorskeho titulu,
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