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Oponentsky posudek dizertacni prace Bohumila Fafilka
Adjusting Wnt signaling, nové regulacni mechanismy signalni drahy Wnt

Dizertaéni prdce Mgr. Bohumila Fafilka s ndzvem Adjusting Wnt signaling, nové regulacni
mechanismy signalni drahy Wnt, se skladd celkem ze ¢tyf publikaci. StéZejni ¢asti dila je prace na
proteinu Troy, dalsi tfi publikace, kde je B. Fafilek spoluatorem, pojedndvaji o jinych aspektech
Whnt signalizace. Ve svém oponentském posudku se soustfedim na hlavni publikaci o proteinu
Troy, ktera byla zcela neddvno pfijata k uverejnéni v renomovaném casopise Gastroenterology.
Impact factor tohoto ¢asopisu je 12,5, coZ presvédcivé vypovida o kvalité védecké prace B.
Fafilka a spoluautord. Tym vedeny dr. Kofinkem se zaméril na zmény genové exprese

v bunécnych liniich odvozenych z kolorektalnich karcinomu. U téchto typU nador( je uz fadu let
zndama kauzalni role aktivované signalni drahy Wnt. Jednim z mnoha cilovych gen( této drahy,
které B. Fafilek identifikoval pomoci chromatinové imunoprecipitace, je gen Troy. Na ten se
soustredi nasledujici analyza. Velmi zajimavym zjisténim funkce genu Troy je jeho negativni vliv
na Wnt signalizaci. Autor dobfe zdokumentoval vazbu Troy na bunécny receptor Lgr5, ktery vaze
sekretovany protein R-spondin. R-spondin byl jiZ dfive popsan jak agonista Wnt signalizace.
Predlozenad dizertacni prace prichazi se zcela novym popisem mechanismu negativni zpétné
vazby, pfi které aktivni signalizace Wnt indukuje expresi genu Troy, ktery v bunééné membrané
potlacuje odpovéd buriky na vzdjemné se umocnujici signaly Wnt a R-spondinu. Neni bez
zajimavosti, Ze Lgr5 je zaroven ukazatelem neboli markerem kmenovych bunék ve stfevnim
epitelu. Ve stejnych bunikach je aktivni i Troy, éehoz tym dr. Kofinka Sikovné vyuZil k vytvoreni
transgenni mysi linie CreERT2 s BAC genetickym lokusem Troy. Ukazuji pomoci tzv. lineage
tracing experimentu, ze mys Troy-CreERT2 m(iZe byt pouzita k mapovani kmenovych stfevnich
bunék oznacovanych CBC, podobnym zplsobem, jako dfive vytvorena mysi linie Lgr5-CreERT2.
Védecka ¢ast této dizertacni prace i pouzité experimentalni pfistupy jsou velmi kvalitni a fadi se
k svétové Spicce v oboru. Jen bych trochu vytkl autorovi, Ze vénoval mensi pozornost literarnimu
prehledu a diskusi v dizerta¢ni praci. Casto jsem narazil na chyby v angli¢ting, typické byly

zameény urcitych a neurcitych ¢lenq, Spatny tvar slovesa v 3. osobé, nékteré vyrazy v anglictiné



snad ani neexistuji. Par vét bych zjednodusil a rozdélil naptiklad na dvé, aby se ¢tenar mohl Iépe
orientovat. Pfes tyto minoritni nedostatky je pfedlozené dilo na vynikajici urovni. Pouzita
literatura a fakticka ¢ast si mi jevily perfektni. Praci doporucuiji k pfijeti a udéleni titulu PhD.
Téma je pro mé samotného velmi zajimavé a vyvolalo ve mé fadu otazek, z nichz nékteré bych

rad autorovi poloZil a rozsifil trochu diskusi, ktera byla v pisemné podobé neobvykle kratka.

1.Do jaké miry je inhibi¢ni funkce Troy pfi signalizaci Wnt/Rspo fyziologicky potiebna in vivo. Dle
publikovanych dat Troy-null mysi nemaji pozorovatelné zmény ve stfevnim epitelu. Jak byste
Troy-/- mysi laboratorné testoval (challenge), abyste tuto funkci odhalil?

2.Proc jste pouzival k indukci nador(i azoxymetan v dextran sulfatu, kdyz jste méli a také i pouzili
Iépe geneticky definovany model Apc min?

3. Troy jako gen ovlivnény Wnt/Tcf signalizaci byl vami pivodné identifikovany v bunéénych
liniich z lidskych nadort tlustého stfeva metodou chromatinové precipitace a sekvenovani.
Nasledné jste velmi presvédcivé a dikladné v mysim modelu potvrdili Troy jako cilovy gen
kanonické Wnt drahy. Je prekvapivé, Zze nakonec v primarnich nddorech, rané i pozdni faze,
exprese Troy neodrazela abnormalni hladinu Wnt drahy. Mate néjakou hypotézu, kterd by to
mohla vysvétlit?

4. Mate vysvétleni pro zvySenou expresi TROYe pouze v burikach s mutovanym APC proteinem a
ne s mutovanym beta-kateninem? (Colo320, DLD1, SW480; Fig. 1B)

5. Jak Troy-CreER driver, tak Lgr5-CreER driver mnohem ucinnéji rekombinuje v proximalnich
oblastech stfeva a téméf vibec v ileu a kolonu. Cim to mdze byt?
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