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Oponentsky posudek disertaéni prace MUDr. Jakuba Ziaka na téma Uloha CRMP2 ve vyvaiji
nervového systému

Cile disertacni prace, vysledky a aktudlnost zvoleného tématu

Ve své praci se MUDr, Ziak zaméfuje na detailni studium Glohy CRMP2 a semaforinové signalni kaskady
wve vyvoll mozkuy, ristu axond a v synaptickém pruningu. ledna se o velmi aktudlni a maoderni téma,
nebaf proces wywoje mozku a neuronalni konektivity doposud neni plné objasnény a poznatky o
specifické dloze CRMPz2 signalizace v téchto procesech jsou pomémé limitavané.

W Uvodu prace se autor vénuje popisu mechanizmi vyvoje maozku v embryonalnim stadium. Detailné
seznamuje ctenafe s bunédnymi mechanizrmy veniku mozkové kiry a vénuje se popisu bunédng
proliferace, migrace a diferenciace jednotlivych bunéény typd neuvrond, tj. hlavnich neurond a
interneurgnd, Dale se zaméfuje na popis molekulamé biologickych mechanizmi a gend, ktere
embryondlnl vive] nervavého systému fidip & reguluji. ¥ nasledujici dasti se soustfedi na dlohu
signalnich kaskad, které oviiviiuji ristinavadéni axond, Zavérednou Cast dvodu vénuje detailnimu
popisy a prehledu praci o wwznamu CEMP2 rading a jednotlivich podtypd CRMP proteind v regulaci
wyvoje mozku a ristu axond. Lhvod & napsany velmi ctivé a prehladné. Umoifuje ctenafi seznamit se
5 aktudlnimi poznatky o bunéénych a molekulamich mechanizmech embryanalnl ontogeneze maozku,

Masleduje popis hypotéz a ol disertacni prace a popis metodik, které avtor pouZil ve swyech
experimentech a které zahmuji velkou skale sofistikovanych experimentalnich technik. ledna se a
rmalekularné-biologicke metody, metody pracujici s transgennirmi zvifaty a celd fada pokrodilych
marfalogickych technik znafeni a analyzy. WV ramici svého wzkumu awtor wuZiva jak in witro techniky,
tak i verifikaci poznathkd v in wivo experimentech. Tenta pfistup wyznamné zvyiuje relevanci ziskanych
wysledhkd. Velmi oceruji, Ze Siroké portfolio experimentalnich technik je pouZivano velmi systematicky a
raciondlné za Ocelem rozklicovani komplexni funkce CRMP2 a jeho izoforem a jejich vzajemnych
interakei se signalnimi kaskadami, Vysledky [sou vidy zpracovény vhodnymi statistickymi metodami,

Wysledly jsou dlenény do péti zakladnich oddili dle stanavenych zalkdadnich hypotéz, W preni £asti autor
hodnoti dlahy CRMP 2 ve wwaji mozku a axeni v knockautnim madelu crmpas=ve kterdm je blokovana
exprase CRMP2. Tento pastup efelktivné umozZnuje hodnatit viv CRMPz2 proteinu na wiaj mazku.
Hlawvnim poznatkem je, Ze tento protein nehraje zasadni dlohu v newranalni migraci a formaci sprawvne
anatomické arganizace mozkové klry, Absence toho proteinu vEak naruduje wivoj] a nist asond,
Vysledky prokazaly, e absence CMREPz ma za nasledek zwyieny rist axond a zvplena wvétveni
w hlavawych nervech, Autor také pozoroval awonalmi abnormality v corpus callosum, které bylo
hypoplastické. Vétven! kalosdlnich axond, resp. jejich zakondeni v kontralaterdlni kife mélo vEts
rozptyl a2 neuspofddancst vporovnani skontrolami, Zajimawym  pozorovanim bylo, e tato
maorfologicka zména byla piitomna v dasném postnataininn obdobi, zatimco axonaini morfologie
vdospllostl se nelidila od kontrol. Rada téchto procesd pravdépodobnéd souvisi s abnormalitou
wsemnafarinové signalni kaskadg, kterda nesfunguje v disledky absence CRMPz. Analogicky typ
strukturalni abmormity byl pozoravan | v dalfich klifawé kemisurdlni drdze-commissura anterior.
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Strinkaizy

Ve druhé fasti experimentaini prace MUDr. Ziak studoval vliv CRMP2 na pruning synapsi a axoni ve
specifickych neurandlnich drahdch. Vysledky prokdzaly poruchu pruningu pfedeviim v kertiko-spinalni
draze wychazejici ze zrakové kiry a v hipokampalnim infrapyramidalnim svazku, ktery vlivem pruningu
za normalnich akalnostl zanikd a neni pfitomen v daspélém hipakampu, Tyto perzistujicl draby witvai
zralé synapse a pokusy in witro v neuronalnich kulturach prokazaly, e tyto morfologické defekty jsou
disledkem interakce Sema3F a CRMFP2. Kromé viivu CRMFP2 na axony autor studoval take vliv CRMPz
na dendriticky wiva| a marfagenszl dendritd granularnich bunék gyrus dentatus. V pripadé crmpaz-f-
zvifat dendrity granularnich bunék wykazovaly zvySeny pofet dendritickych trn, ktery, jak se dallimi
experimenty prokazala, je ddsledkem absence CRMP2 a naruseni procesy pruningu trmi.

W daldi £asti se autor zaméril na studium dlohy CRMP24 izoformy na rdstinavadéni axond a na proces
pruningw. Pro tuto izoformuo je specifické, Ze je pfitomna pouze ¥ pribéhu vivaje mozky a v £asném
postnatalnim obdobi. Za timta uéelem autor wyulll crmpaa-/~ kmen mysi wyvinuty v laboratofi Skalitele.
V pfipadé absence izoformy, autor pozoroval podobné marfologické defekty jako v pfipadé absence
CRMPz. 5 pomoci metedy in utero elektroporace CRMP2A a CRMP2B genu byl autar schopny prokazat
dlohu jednotlivich izofarern na wva) a rlist axonl cerpus callosurm. Morfalogicka analyza dendritického
stromu granuldrnich bunék prokazala stejnou strukturalni abnarmitu v poctu dendritickych trnd jako
v pfipadé crmpz-/-. V posledni £asti se autor zaméfil na dlohu Pint izomerdzy v regulaci CRMP2A a riistu
awanil, Pfedchozi prace a soudasna prace autora prokazaly, Ze Pini se vaZe na CRMFP2A a Ze spolednd
hraji vyznamnaou Ulohu v pruningu mechavych vldken

Price |e zakonéena diskusi, ve které MUDr. Ziak kriticky hodnoti vysledky své prace v kontextu
existujicich poznathkl a soutasné literatury.

Shrnuti disertacni prace a jeji pfinos pro dalsi rozvoj vady

Ve své disertafni praci MUDr, Jakub Fiak pfindél nové poznatky o dloze CRMP2 a jeho izofarmy
CRMP2A ve vyvajl mazku. Systematickym wyzkumem prokazal, 2e CRMP2 a studovana izoforma hraji
Ulohu v navigaci ristu axand a Ze se podili na wyvoji mozkovych komisur, predeviim corpus callasum.
Ma Grovni dendritl tyto proteiny hrajl wenamnou lehu v pruningu dendritickych tmd, Viysledky dale
prokazaly, Ze CRMPz hraje wwznam nejen v SemazA signalni kaskadé, ale také v SemasF signalizaci,
Wysledley maji zasadni dopad nejen na pochopeni mechanizmi wyvoje mazhku, ale také mahou prispét
k pochopeni patogeneze wybranych neuropsychiatrickych onemocnéni, pfedeviim poruch autistického
spektra, £ schizofrenie. PfedlaZens disertaéni prace je velmi kvalitni a vykazuje viechny pfedpoklady
pra uspéiné splnéni podminek samastatné tvirdi védecké prace. Prezentované vysledky byly navic
publikovény v prestitnich mezindrodnich Zasopisech s impaktevpm faktorern, kde figuruje MUDr. Ziak
jaka hlavni autor, £i spoluautor, Prace svéddi o Sirokém rozhledu autora v dané problematice a znalosti
celého spektra experimentalnich technik.

Pripominky k formalni strance prace

Disertacni prace spliuje veskeré formalni aspekty. Obsahuje celkem 103 stran. Prace je napsana velmi
Etivé a odborné v anglickém jazyce s minimem pleklepl a gramatickych chyb, Text je doplnén velmi
kvalitnimi obrazky a schématy. MnoZstwi pouZitych citaci svédéi o disledné praci avtora s odboemou
literaturouw. Prace obsahuje seznam pouiité literatury, seznam zkratek a dvé vlastni publikace autora.
K farmalni strénce bych mél jednu pfipominku. V diskusi autar popisuje behaviordinich zmény u crmpz-
F-zuifat, ktere by spise mély byt ve vysledcich,
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Strankayzy

Teémata pro diskusi pfi obhajobé disertacni prace

L

Zaver

Imagi et al (2001} prokazali, fe zvyiena exprese CRMP2 indukuje rist axond. Prace autora
prokazuje, fe absence genu pro CMRPz2 vtransgennim kmenl mysl crmpa-- je spojena
58 TvyEenym ristem axoni a jejich vétveni, lak si tuto diskrepanci autor wysvetluje?

lakyrn zpldsobern auter vwsvitluje wwmizeni abnarmalniho véoveni kalosalnich axond u crmpa-
/- zvifete v dospélosti?

. BExistujl geneticky podminénd onemocnéni, kterd jsou spojend smutaci v CRMP2, £

sernafarinavé signalni kaskada?

. laké mohow byt funkéni dopady perzistence infrapyramidalni drahy na funkci hipokampu a

hipekampalnich okruh(? Jaky viiv ma zvyseny poget dendritickych trnd na funkei granularni
bunék a gyrus dentatus? Maji knackoutni zvifata specificky behavioraini fenatyp, £ kognitivni
dysfunkci, ktera by svédfila pro porochu funkee hipokampu?

Hednotil autor kromé podtu dendritickych tm take jejich tvar, & daldi parametny?

. laka je dloha CRMP2 v dospélém mazku a v regeneraci axond, i v plasticitd mazku?

Ma zdkladé rozhoru disertadni prace, jejl védecké drovnd, plvodnosti a feseni kenstatuji, e MUDr.
lakub Ziak prokazal vysoke twvirgi vedecke schopnosti a predlozend prace splfiuje poiadavky kladend
na prace tohato typu ve smyslu §47 V5 zakona 111/98 Sh. Navrhuji komisi pro abhajoby kandidatskych
disertaci, aby prediciencu prac posowdila kladné a uchazedi udélila titul Ph.D.",

praf, MUDr, Plenys! Jirudka, Ph,D,
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