Praha, 24.3. 2013

Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Vladimira Cermika : Regulace
transkripce proteiny rodin Early growth response a Myb.

Disertaéni prace magistra Vladimira Cermaka, vypracovana na Ustavu molekularni
genetiky AVCR, sestava z 87 stran textu, seznamu literatury, a piiloh. P¥iloZeno je p&t
publikaci (jedna pouze zaslané do tisku); v jedné z nich je Vladimir Cermék prvnim
autorem, ve dvou korespondujicim autorem, ve zbyvajicich dvou mé pouze minoritni
podil a pro posouzeni disertace se jim nebudu vénovat. Z rozsahu prace je patrné, ze
autor byl dlouholetym kmenovym pracovnikem ve skupin¢ molekularni virologie na
UMG. Vyuzil plné tamniho tradiéniho modelového systému — kuiete, coZ je nejen velmi
piinosné, ale v soucasné védné-politické situaci i obdivuhodné.

Hlavni text uvadi a stru¢né¢ shrnuje témata ptilozenych publikaci. Prvni prace (dale I) se
vénuje vlivu transkripéniho faktoru EGR1 na metastazovani kuiecich sarkomovych linii.
Porovndnim genové exprese metastazujici a odvozené nemetastazujici linie byl vybran
EGR1 jako kandidatni gen urcujici metastazujici fenotyp. To bylo potvrzeno vnesenim
tohoto genu, které tento fenotyp znovu nastoluje. Analyza expresnich dat dale poskytla
fadu dalSich diferencialn¢ exprimovanych gent. Nékteré z nich jiz byly popsany jako
regulatory metastatického potencialu, jiné mohou byt dale analyzovany zda maji tuto
funkeci také. Druha a tieti prace (dale II a III) se vénuji regulaci diferenciace kufecich
koznich myofibroblastii, coz autofi uvadi jako vhodny modelovy systém pro studium
fibrotickych onemocnéni. V tomto ex vivo modelu navozuje transkripéni faktor EGR4
dediferenciaci a ztratu myofibroblastickych znakt. Naopak hlavni dosud popisovana
signalni draha TGF-f tuto diferenciaci navozuje a udrzuje. Pomoci mikroc¢ipové analyzy
genove exprese bylo popsdno vzajemné propojeni téchto dvou regulaci. Autofi opét
poskytuji dlouhy seznam cilovych genti a dalSich kandidati v regulaci
myofibroblastického fenotypu. Nékteré z téchto regulacnich mechanismil jsou ovéieny
experimentalng, naptiklad vliv transkripéniho faktoru FOXG1.

Hlavni text i pfiloZzené publikace jsou napsany velmi kvalitn€ a podrobné. Mam né€kolik
vesmés minoritnich pfipominek, které neni tfeba zodpovidat béhem obhajoby:

e V vodnich statich nékdy chybi potiebné odkazy na literaturu, za mnohé
naptiklad ¢lanek II, strana 91, kde autor zmifiuje dosavadni studie genii
regulovanych signdlni drdhou TGF-f. Tato opomenuti jsou témét vzdy napravena
Vv dal$im textu.

e Popis pouzitych metod v hlavnim textu je velmi struény s odkazem na autorovy
publikace. Zde by bylo naopak vhodné doplnit n¢které podrobnosti - naptiklad
bliZze popsat a schematicky znazornit pouZité virové vektory RCAS. Dale by bylo
vhodné uvést podrobnosti analyzy genové exprese pomoci mikroCipt veetné
jejich statistického zpracovani (korekce statistické signifikance je napiiklad
uvedena jen v publikaci I). V popisu analyzy kvantitativniho PCR je



Primé

pravdépodobné ve vSech publikacich omylem uveden nespravné vzorec pro
vypocet efektivity PCR (E=2LY5P] ne E=25"%) Dagle v metodach nejsou
uvedeny vSechny pouzit¢ PCR primery, zejména u popisu sekvence dosud
necharakterizovanych kufecich gent (napi. TGF-f1, FAM180A).

Do textu diserta¢ni prace by méla byt zahrnuta v§echna dodatecna data
k publikacim (Supplemental tables and figures), pokud to rozsah dovoluje. Autor
uvadi jen nekterd z téchto dat.

V textu, zejména v diskuznich ¢astech o jednotlivych genech a jejich regulacich,
by mélo byt jasné€ji vyjadieno, kdy se jedna o poznatky z sav¢iho nebo z ptaciho
modelu. Nasledné také zda piislusné ortologni geny a jejich isoformy jsou u ptaka
pfitomny.

Jadro vysledki tvoii analyza genové exprese pomoci mikroc¢ipt. Pii rozboru a
diskuzi se autofi snazi drzet potencialné relevantnich genti podle jejich dosud
popisované funkce (naptiklad transkripéni faktory, regulatory bunééné adheze a
motility, proteiny degradujici extracelularni matrix atd.); tento pfistup je uzite¢ny,
ale mé své limity. Bylo by vhodné mnohem vice pouzit sumérni a kvantitativni
charakteristiky mikro¢ipovych dat. Nékdy jsou tato data uvedena, ale piili§ Casto
se autofi uchyluji k neur¢itym vyrokim typu ,,vybrané geny byly dale testovany*,
nebo ,,mnoho genti bylo ovlivnéno®. V téchto piipadech by mozna pomohl export
dat do nékterého ze specializovanych programi (napf. Ingenuity), které umoziuji
komprehensivni analyzu vSech zastoupenych signalnich drah, vztahii mezi geny a
velké mnozstvi dalSich sofistikovanych analyz.

Rozdily v genové expresi ziskané z mikro¢ipovych dat jsou ve vSech tiech
publikacich extensivné ovéfovany pomoci PCR, kvantitativniho PCR a v malém
poc€tu i na Grovni proteint. V naprosté vétsing piipadu je rozdil v expresi
potvrzen. Jeden z trendl v analyze mikro¢ipovych experimentt navrhuje, ze
mikroCipové vysledky s dostate¢né kvalitnimi hrubymi daty proslymi kontrolou
kvality neni potfeba extensivné ovéfovat. Lze se potom vice soustiedit bud’ na
analyzu hladiny proteinu, ktera miize byt ovlinéna nejen mnozstvim mRNA ale 1
jeho stabilitou, nebo na dalsi cilené experimenty s kandidatnimi geny.

V textu publikace II jsou nékterd opomenuti v logickém sledu textu: na stran¢ 96
je zminéno pouziti mutované formy TGFB3 bez jakékoliv nasledné diskuze
vysledki. Dale na stran¢ 99 je uveden pokus se stimulaci bunek PDGF-BB
ligandem bez piedchoziho zminéni relevance tohoto pokusu.

dotazy k autorovi mam nasledujici:

Pro studium mechanismii myofibroblastické diferenciace zavadi autor model
kutecich koznich myofibroblastli. Po migraci bun¢k z koznich explantati je
ziskana témét homogenni populace myofibroblastii, definovana vysokou produkci
extracelularni matrix a pfitomnosti stresovych vlaken aSMA. Jak si autor



vysvétluje homogenitu myofibroblastického fenotypu bez vyznamné ptitomnosti
fibrobastd? V literatuic je napiiklad pro myofibrobastickou diferenciaci lidskych
dermalnich fibroblasti nutna stimulace pomoci TGF-f3 (napt. Abe et al.,
European Journal of Dermatology, 22:46-53). Jedna se o pouzitou metodu izolace
bunék nebo snad o fenomén specificky pro bunky ptaci?

2. 'V publikaci Il (Kosla et al., 2013) je jako kontrola cilovych gent TGF-
B stimulace pouzita kufeci imortalizovana bunéc¢na linie DF-1. Pro¢ nebyly
pouzity primarni buniky (kuieci embryonalni fibroblasty)?

3. V publikaci Il (Kosla et al., 2013) je pouzit MPPN, inhibitor TGFBR1 kinazy. Jak
byla ur¢ena vhodna davka tohoto inhibitoru pro kuteci buiikky? Byl pozorovan
cytotoxicky efekt MPPN?

4. V publikaci Il (Kosla et al., zaslano do tisku) je v obrazku 4 ukazano Ze vysoka
exogenni exprese TGF-B3 znovu nastoli myofibroblasticky fenotyp bunék
nadexprimujicich EGR4. Zaroven TGF-B3 zptsobuje silné snizeni exprese EGR4.
Lze rozlisit zda navrat myofibroblastického fenotypu je pouze dusledkem sniZeni
hladiny EGR4 proteinu nebo jinych ucinkit TGF-f3? Déle jako cilovy klicovy
gen pusobeni EGR4 je prokazan FOXG1. Autofi zminuji v diskuzi Ze se jedna o
prvni prikaz exprese FOXG1 mimo kraniofacialni oblast a v mesenchymaélnich
buiikach. Jedna se ovSem o situaci vysoké exogenni nadexprese téchto proteini.
Mohl by autor komentovat jaka je biologicka relevance ¢i moznost terapeutického
uplatnéni tohoto potencialn€ velmi zajimavého nalezu?

Zavér:

Préce 1 autoreferat jsou napsany dobrou angli¢tinou. Rozsah 1 formélni stranku hodnotim
1 pfes vySe zminéné ptipominky jako vyborné. DosaZené védecké poznatky jsou
vyznamné a publikované v dobrych mezinarodnich ¢asopisech. Mohu potvrdit Ze
predlozend prace prokazuje zptisobilost Vladimira Cermaka k pozadavkiim kladenym na
vypracovani doktorské disertacni prace. Proto doporucuji aby prace byla piijata jako
zaklad pro fizeni o udéleni védecké hodnosti PhD.
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