Oponentsky posudek Ph.D. thesis
Naoko Dupadova: Uloha Wnt signalizace v embryondinim vyvoji

Disertacni prace Naoko Dupacové je zamérena na objasnéni tlohy Wnt/B-kateninové
signalni drahy ve vyvoji koncového mozku (telencefalonu) a oka. Prace je rozdélena na tfi
¢asti. V prvni ¢asti jsou studovany disledky ektopické aktivace Wnt/B-kateninové signalizace
v centralnim nervovém systemu. Druhd a tfeti ¢ast jsou zaméreny na vliv Wnt/B-kateninové
signalizace na vyvoj oka. Pomoci ektopické aktivace a inaktivace Wnt/B-kateninové
signalizace jsou analyzovany molekuldrni zmény ve vyvoji pigmentového epitelu sitnice. V
posledni ¢asti prace je objasnén antagonisticky vztah mezi Pax6 a Wnt/B-kateninové
signalizace béhem ¢asného vyvoje ¢ocky.

Hodnoceni vysledki z hlediska tvirciho pfinosu

Vysledky prezentované v této praci jsou nadprimérné a jiz byly publikovany ve trech
Casopisech: Journal of Biological Chemistry (IF 5.328/2010), Developmental Biology (IF
4.094/2010) a Genesis (IF 2.395/2010). Dvakrat je Naomi Dupadova uvedena jako prvni
autor, coz je jasnym didkazem samostatného tvlrciho pfinosu v feSeni védeckych cill
prezentovanych v publikacich a tedy i v této diserta¢ni praci. U tieti publikace neni jasné
popsan piinos autorky. Pouzité metody predstavuji Spicku v oboru vyvojové biologie,
molekularni biologie a mysi genetiky. Autorka ukazala, Ze zvlada praci s transgennimi zviraty
a molekuldrni analyzy tkanové exprese. Jako velice pfinosné hodnotim zejména analyzy
transkripcéni regulace transkripéniho faktoru Sp5. Autorka pouzila fadu technicky naro¢nych
molekularnich metod vcetné luciferazovych analyz, chromatin imunoprecipitaci, a
,Elektrophoretic Mobility Shift Assay” k objasnéni komplexni problému Sp5 transkrip¢ni
regulace.

Formalni kvalita predlozené prace
Disertacni prace je formalné bez chyby. Prace obsahuje abstrakt v ¢estiné a anglictiné, Uvod,
vyzkumné cile, metodiku, vysledky, zavér, a prehled pouZitych referenci.

Jazyk

VétSina prace je napsand v angliting, jasné a bez vainych chyb. BohuzZel cesky nazev
disertacni prace je Spatné vysklonovan. Také Cesky preklad Wnt/B-kateninové signalizace
neni spravné uvadén v abstraktu v cestiné. Dale toto slovni spojeni neni v jednotné formé
pouZivano v textu. Jednou je dokonce zkraceno na Wnt/beta-cat signalizace. Tyto chyby
zdlraznuji, protoze v prvnim pfipadé se jednd o nazev a v druhém pripadé o klicové slovni
spojeni celé disertace.

Hodnoceni jednotlivych ¢asti predkladané disertacni prace

1. Literarni prehled

Literarni prehled je velice rozsahly. Je rozdélen na tfi casti. Prace nejprve prehledné
informuje o Wnt signalni draze, poté o embryondlnim vyvoji oka a nakonec o embryonalnim
vyvoji telencefalonu a Uloze Wnt/B-kateninové signalizace ve vyvoji telencefalonu. Autorka
zpracovala zna¢né mnozstvi literatury (zhruba 300 citaci). Literdrni prehled svédc¢i o tom, Ze
autorka umi velmi dobfe pracovat se ziskanymi informacemi z odborné literatury a psat



odborny text v anglictiné. Prehled je rovnéz doplnén fadou obrazk(i s podrobnymi
legendami.

2. Hypotézy a cile vyzkumu

V této ¢asti autorka popisuje cile svého vyzkumu, které jsou prehledné rozdéleny do tfi ¢asti.
Bohuzel autorka neformulovala jedinou vlastni hypotézu, prestoze tuto kapitolu nazyva
,Hypotézy a cile vyzkumu“. Dlvody nejsou jasné, protoZe piehled literatury i publikace
svéddci o autorciné znalostech a pochopeni této oblasti vyzkumu.

3. Material a metody

Pouzité metody jsou pouze vyjmenovany, protoze jejich podrobnéjsi popis je v publikacich.
Jediné co bych doporucila je zafazeni seznamu transgennich mysi, které byly pouZity pro
popsany vyzkum a podrobnéjsi popis jednotlivych fenotypl ke kazdému mutantu.
V samotnych publikacich neni pro tyto informace dostatecny prostor, prestoze jsou nezbytné
pro lepsi pochopeni problematiky.

4. Vysledky

Vysledky jsou kratce a prehledné popsany pro kazdou publikaci. Sméry vyzkumu, priibéziné
zavéry i ziskané vysledky jsou diskutovany v kontextu se soucasnou literaturou. Jasnd
prezentace vysledkU a jejich diskuse svédci o pochopeni problematiky.

5. Zavér
Nejdulezitéjsi vysledky jsou vystizné shrnuty pro kazdou publikaci.

Celkové hodnoceni predkladané disertacni prace
Disertacni prace Naoko Dupacové ukazuje, Ze autorka si osvojila teoretické znalosti

v oblasti Wnt signalizace a embryondlniho vyvoje. Autorka zvlada Siroké spektrum
molekularnich metod, a je schopna ziskat a zpracovat védeckd data na nejvyssi
profesionalni urovni. Dale ziskané vysledky je schopna zasadit do kontextu soucasnych
znalosti v oboru a zejména vysledky opublikovat. Vysledky byly publikovany v kvalitnich
casopisech svelmi dobrym IF. Neshledala jsem Zadné vainé odborné, jazykové ani
formalni nedostatky. Disertacni praci Naoko Dupacové doporucuji k obhajobé.

Dilci pripominky k praci a otazky do diskuse:
1) V kapitole 2 ,Hypotheses and aims of the study” mély byt jasné formulovany vlastni

hypotézy ke kazdé ¢asti projektu.

2) Na strané 7 posledni odstavec ,serine and threonine residues” nazev aminokyselin se
piSe s malym pismenem.

3) Kapitola 1.1.5.: Proc se v popisu dilezitych procesi béhem embryonalniho vyvoje
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kapitolu vyvojem CNS? Je pro to néjaky divod?



4) Pfi popisu musi byt pouzit spravny nazev (str. 16 a 17): Mdiller glial cells nebo Miiller
glia.

5) Pro aktivaci Wnt drahy v CNS jste pouzila Nesl1 Cre transgenni mys. MiZete uvést
v kterych ¢astech CNS je tento transgen aktivni? Jaky dalsi fenotyp byl popsan v CNS
u mutanta Nes/1Cre/Catnb™®* mimo hyperplasie v telencefalonu?

6) M&Fili jste expresi Sp8 umutanta Nesl1Cre/Catnb™®® jinym zpdsobem ne?

microarray analyzami? Podle popisu Sp8 transcrip¢ni faktor se mnohem ucinnéji vaze

na Spl vazebnd mista nez Sp5 transkripéni faktor. Dale SP8 knockout mutanti maji

fenotyp v CNS, SP5 knockout mutanti nemaji Zadny fenotyp. Vyloucili jste expresi Sp8

u mutanta Nes/1Cre/Catnb'®(©3)?

7) Muzete uvést konkrétni priklady kdy Sp5 funguje jako aktivator génové exprese? Jak
by mohla byt regulovdna Sp5 funkce jako aktivator a jako repressor? Za jakych
podminek?

8) U analyz Wnt signalni drahy ve vyvoji RPE je zajimavé, Ze jak eliminace tak i navyseni
exprese B-kateninu vede k rozsiteni RPE vrstvy, kterd u wt embryi je jednovrstevna.
U kazdého mutanta toho rozsiteni je v dlsledku zvySeného poctu bunék, ale v jiné
Casti RPE. Také tyto bunky maji u kazdého mutanta jinou specifitu. U eliminace B-
kateninu v bufikdch Trp1Cre/Catnb'®©?® mutanta, tyto RPE bufiky exprimuji markery
typické pro NR. U mutanta Catnb™®¥ tyto buiky nevykazuji Zadnou
transdiferenciaci. U E10.5 Catnb™®® embryi je exprese marker(i pro RPE beze
zmény, ale v E11.5 Catnb'™®® RPE exprese téchto marker(i mizi. Jedna se o jakousi
dediferenciaci? Zkouseli jste mérfit expresi markeru, ktery je exprimovan
v neuroektodermu optického vacku a jehoz exprese konci pfed E10.5? Kdy zacina
exprese Trp1Cre? Je moiné, Ze Ucinné navySeni B-kateninu je opoZdéné, a proto
bunky RPE exprimuji stdle Mitf a Otx2 v E10.5?

9) Podle DAPI jaderného barveni (Obr. 5, str. 38, ¢l.2) se zda, Ze bunky maji jadra
rdznych velikosti a jsou neorganizované na rozdil od mutanta s eliminaci Wnt
signalizace. Jak vypada struktura bunék v zesilené &asti RPE u Trp1Cre/Catnb®%®
embryi?
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