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Oponentský posudek na disertační práci Mgr. Vladimíra Čermáka : Regulace 

transkripce proteiny rodin Early growth response a Myb. 

 

 

Disertační práce magistra Vladimíra Čermáka, vypracovaná na Ústavu molekulární 

genetiky AVČR, sestává z 87 stran textu, seznamu literatury, a příloh. Příloženo je pět 

publikací (jedna pouze zaslaná do tisku); v jedné z nich je Vladimír Čermák prvním 

autorem, ve dvou korespondujícím autorem, ve zbývajících dvou má pouze minoritní 

podíl a pro posouzení disertace se jim nebudu věnovat. Z rozsahu práce je patrné, že 

autor byl dlouholetým kmenovým pracovníkem ve skupině molekulární virologie na 

ÚMG. Využil plně tamního tradičního modelového systému – kuřete, což je nejen velmi 

přínosné, ale v současné vědně-politické situaci i obdivuhodné. 

 

Hlavní text uvádí a stručně shrnuje témata přiložených publikací. První práce (dále I) se 

věnuje vlivu transkripčního faktoru EGR1 na metastázování kuřecích sarkomových linií. 

Porovnáním genové exprese metastazující a odvozené nemetastazující linie byl vybrán 

EGR1 jako kandidátní gen určující metastázující fenotyp. To bylo potvrzeno vnesením 

tohoto genu, které tento fenotyp znovu nastoluje. Analýza expresních dat dále poskytla 

řadu dalších diferenciálně exprimovaných genů. Některé z nich již byly popsány jako 

regulátory metastatického potenciálu, jiné mohou být dále analyzovány zda mají tuto 

funkci také. Druhá a třetí práce (dále II a III) se věnují regulaci diferenciace kuřecích 

kožních myofibroblastů, což autoři uvádí jako vhodný modelový systém pro studium 

fibrotických onemocnění. V tomto ex vivo modelu navozuje transkripční faktor EGR4 

dediferenciaci a ztrátu myofibroblastických znaků. Naopak hlavní dosud popisovaná 

signální dráha TGF-  tuto diferenciaci navozuje a udržuje. Pomocí mikročipové analýzy 

genové exprese bylo popsáno vzájemné propojení těchto dvou regulací. Autoři opět 

poskytují dlouhý seznam cílových genů a dalších kandidátů v regulaci 

myofibroblastického fenotypu. Některé z těchto regulačních mechanismů jsou ověřeny 

experimentálně, například vliv transkripčního faktoru FOXG1. 

 

Hlavní text i přiložené publikace jsou napsány velmi kvalitně a podrobně. Mám několik 

vesměs minoritních připomínek, které není třeba zodpovídat během obhajoby: 

 

 V úvodních statích někdy chybí potřebné odkazy na literaturu, za mnohé 

například článek II, strana 91, kde autor zmiňuje dosavadní studie genů 

regulovaných signální dráhou TGF- . Tato opomenutí jsou téměř vždy napravena 

v dalším textu. 

 

 Popis použitých metod v hlavním textu je velmi stručný s odkazem na autorovy 

publikace. Zde by bylo naopak vhodné doplnit některé podrobnosti - například 

blíže popsat a schematicky znázornit použité virové vektory RCAS. Dále by bylo 

vhodné uvést podrobnosti analýzy genové exprese pomocí mikročipů včetně 

jejich statistického zpracování (korekce statistické signifikance je například 

uvedena jen v publikaci I). V popisu analýzy kvantitativního PCR je 



pravděpodobně ve všech publikacích omylem uveden nesprávně vzorec pro 

výpočet efektivity PCR (E=2
[-1/slope]

, ne E=2
slope

). Dále v metodách nejsou 

uvedeny všechny použité PCR primery, zejména u popisu sekvence dosud 

necharakterizovaných kuřecích genů (např. TGF- , FAM180A). 

 

 Do textu disertační práce by měla být zahrnuta všechna dodatečná data 

k publikacím (Supplemental tables and figures), pokud to rozsah dovoluje. Autor 

uvádí jen některá z těchto dat.  

 

 V textu, zejména v diskuzních částech o jednotlivých genech a jejich regulacích, 

by mělo být jasněji vyjádřeno, kdy se jedná o poznatky z savčího nebo z ptačího 

modelu. Následně také zda příslušné ortologní geny a jejich isoformy jsou u ptáků 

přítomny. 

 

 Jádro výsledků tvoří analýza genové exprese pomocí mikročipů. Při rozboru a 

diskuzi se autoři snaží držet potenciálně relevantních genů podle jejich dosud 

popisované funkce (například transkripční faktory, regulátory buněčné adheze a 

motility, proteiny degradující extracelulární matrix atd.); tento přístup je užitečný, 

ale má své limity. Bylo by vhodné mnohem více použít sumární a kvantitativní 

charakteristiky mikročipových dat. Někdy jsou tato data uvedena, ale příliš často 

se autoři uchylují k neurčitým výrokům typu „vybrané geny byly dále testovány“, 

nebo „mnoho genů bylo ovlivněno“. V těchto případech by možná pomohl export 

dat do některého ze specializovaných programů (např. Ingenuity), které umožňují 

komprehensivní analýzu všech zastoupených signálních drah, vztahů mezi geny a 

velké množství dalších sofistikovaných analýz. 

 

 Rozdíly v genové expresi získané z mikročipových dat jsou ve všech třech 

publikacích extensivně ověřovány pomocí PCR, kvantitativního PCR a v malém 

počtu i na úrovni proteinů. V naprosté většině případů je rozdíl v expresi 

potvrzen. Jeden z trendů v analýze mikročipových experimentů navrhuje, že 

mikročipové výsledky s dostatečně kvalitními hrubými daty prošlými kontrolou 

kvality není potřeba extensivně ověřovat. Lze se potom více soustředit buď na 

analýzu hladiny proteinu, která může být ovliněna nejen množstvím mRNA ale i 

jeho stabilitou, nebo na další cílené experimenty s kandidátními geny. 

 

 V textu publikace II jsou některá opomenutí v logickém sledu textu: na straně 96 

je zmíněno použití mutované formy TGFB3 bez jakékoliv následné diskuze 

výsledků. Dále na straně 99 je uveden pokus se stimulací buňek PDGF-BB 

ligandem bez předchozího zmínění relevance tohoto pokusu. 

 

Přímé dotazy k autorovi mám následující: 

 

1. Pro studium mechanismů myofibroblastické diferenciace zavádí autor model 

kuřecích kožních myofibroblastů. Po migraci buněk z kožních explantátů je 

získána téměř homogenní populace myofibroblastů, definovaná vysokou produkcí 

extracelulární matrix a přítomností stresových vláken SMA. Jak si autor 



vysvětluje homogenitu myofibroblastického fenotypu bez významné přítomnosti 

fibrobastů? V literatuře je například pro myofibrobastickou diferenciaci lidských 

dermálních fibroblastů nutná stimulace pomocí TGF- (např. Abe et al., 

European Journal of Dermatology, 22:46-53). Jedná se o použitou metodu izolace 

buněk nebo snad o fenomén specifický pro buňky ptačí? 

 

2. V publikaci II (Kosla et al., 2013) je jako kontrola cílových genů TGF-

stimulace použita kuřecí imortalizovaná buněčná linie DF-1. Proč nebyly 

použity primární buňky (kuřecí embryonální fibroblasty)? 

 

3. V publikaci II (Kosla et al., 2013) je použit MPPN, inhibitor TGFBR1 kinázy. Jak 

byla určena vhodná dávka tohoto inhibitoru pro kuřecí buňky? Byl pozorován 

cytotoxický efekt MPPN? 

 

4. V publikaci III (Kosla et al., zasláno do tisku) je v obrázku 4 ukázáno že vysoká 

exogenní exprese TGF- 3 znovu nastolí myofibroblastický fenotyp buněk 

nadexprimujících EGR4. Zároveň TGF- 3 způsobuje silné snížení exprese EGR4. 

Lze rozlišit zda návrat myofibroblastického fenotypu je pouze důsledkem snížení 

hladiny EGR4 proteinu nebo jiných účinků TGF- 3? Dále jako cílový klíčový 

gen působení EGR4 je prokázán FOXG1. Autoři zmiňují v diskuzi že se jedná o 

první průkaz exprese FOXG1 mimo kraniofaciální oblast a v mesenchymálních 

buňkách. Jedná se ovšem o situaci vysoké exogenní nadexprese těchto proteinů. 

Mohl by autor komentovat jaká je biologická relevance či možnost terapeutického 

uplatnění tohoto potenciálně velmi zajímavého nálezu? 

 

 

Závěr: 

Práce i autoreferát jsou napsány dobrou angličtinou. Rozsah i formální stránku hodnotím 

i přes výše zmíněné připomínky jako výborné. Dosažené vědecké poznatky jsou 

významné a publikované v dobrých mezinárodních časopisech. Mohu potvrdit že 

předložená práce prokazuje způsobilost Vladimíra Čermáka k požadavkům kladeným na 

vypracování doktorské disertační práce. Proto doporučuji aby práce byla přijata jako 

základ pro řízení o udělení vědecké hodnosti PhD. 
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