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Eva Seifertovd nastoupila do nasi laboratofe v roce 2008. Od samého pocatku se
cilevédomé vrhla do feSené problematiky, kterd pifi jejim ndstupu piedstavovala
identifikaci sex urcujici oblasti na modelu Xenopus tropicalis pomoci intronovych
polymorfizmi geni vykazujicich uréitou genetickou vazbu s pohlavim. Pres veskeré usili,
které tomuto tématu vénovala, se nepodafilo nalézt ani jeden gen, ktery by hledanou

vazbu vykazoval, a bylo nutné pfistoupit ke zméné tématu dizertacni prace.

V nasi laboratofi se jiz del$i dobu zabyvame cytogenetikou rodu Xenopus a
Silurana. Klicovym vystupem na tomto poli byla bezpochyby konstrukce fyzické mapy
Xenopus tropicalis zaloZzena na chromozomalni lokalizaci ¢cDNA sond. Eva opét
prokazala vysoké pracovni nasazeni a velkou mérou se podilela na ptipravé cDNA
amplifikatd a vlastnich FISH-TSA sond (fluorescenéni in situ hybridizace spojena

s tyramidovou amplifikaci signalu).

Dva roky pied publikovanim vysledné genetické mapy X. tropicalis, pfipravené ve
spolupraci s britskymi a americkymi kolegy, Eva zahdjila svou cytogenetickou drahu na
projektu ptipravy celochromozémovych malovacich sond X. tropicalis. Pod mym
vedenim se podilela na optimalizaci amplifikacniho  protokolu laserem
mikrodisektovanych chromozémi. Vzhledem k vysokému obsahu repetitivnich sekvenci
v genomu X. tropicalis se jednalo o nelehky tikol a bylo nutné opustit standardni a
vSeobecné pouzivany protokol zalozeny na nespecifické amplifikaci pomoci DOP-PCR.
Po dvouletém usili byl nalezen vhodny postup pracujici na principu celogenomové
amplifikace tepelné fragmentované DNA s ligovanymi adaptery umoziujicimi sekundarni
reamplifikaci s pouzitim komplementarnich primeru k sekvenci adapteru (WGA systém

od firmy Sigma - Aldrich). Vyhodou tohoto systému je pravé tepelna fragmentace, ktera
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zajisti sekvencné neovlivnéné s§tépné produkty a tudiz vysledna komplexita amplifikatu je
velmi vysoka s pokrytim, jak repetitivnich sekvenci, tak unikatnich genii. Vysledné
malovaci sondy pak byly pouzity pro hybridizaci s karyotypy vlastniho druhu (ovéfeni
jejich specifity), tak hlavn¢ s chromozomy Xenopus laevis (Zoo-FISH), kde se diky tomu
podafilo odhalit zajimavé pozadi vzniku tohoto druhu alotetraploidiza¢ni udalosti

spojenou s chromozomalni fuzi.

Tento projekt nebyl pro Evu zajimavy pouze z pohledu odhaleni chromozomalni
evoluce u rodu Silurana a Xenopus, ale také proto, ze zpusob jakym byly chromozémy
amplifikovany, poskytoval kvalitni malovaci sondy s velmi dobrym pokrytim. Tento fakt
nas v laboratofi pfivedl na mySlenku vyuziti téchto amplifikati pro hromadnou lokalizaci
genll pomoci masivni paralelni sekvenace. Na tomto misté je zajimavé podotknout, ze
Eva se ve svém doktorském studiu opét vratila k hledani sex urcujici oblasti, nyni ovSem
pomoci state-of-art metodiky. Na zakladé doplnéné genetické mapy X. tropicalis nasi
britsti spolupracovnici zjistili statisticky vyznamnou vazbu urcitych polymorfnich
markerd lezicich na kratkém rameni chromozomu ¢. 7 s pohlavim. Eva, nyni vybavena
zkuSenostmi z pfipravy malovacich sond, provedla ve spolupraci s Dr. Kubic¢kovou
z Vyzkumného ustavu veterinarnich 1é€iv laserovou mikrodisekei inkriminovaného
kratkého ramene S naslednou celogenomovou amplifikaci GspéSné zavedenou V rdmci
piipravy malovacich sond. Kolegové ve Velké Britanii po té provedli masivni paralelni
sekvenaci ziskanych amplifikati metodou Solexa Illumina. Evu ¢ekal velmi nelehky ukol
vV podobé podrobného vyhodnoceni ziskanych hrubych dat. Bez jakychkoliv ptedeslych
zkuSenosti byla schopnd se ve velmi kratké dobé vtadech tydnt naucit zaklady
programovani v jazyce PERL a uspé$né analyzovat jednotliva ¢teni. Bez nadsazky lze
fici, Ze teprve nyni si Eva nasla svou niku, ve které mohla naplno prokazat své logické a
matematické schopnosti, které ve spojeni se znalostmi biologickych souvislosti
predstavuji pomérné vzacny fenotyp. Bohuzel ptes veskerou snahu se opét nepodatilo
prokazat, Ze oblast kratkého ramene chromozomu €.7 nese gen, ktery by se podilel na

diferenciaci pohlavi a vyzkum na tomto poli pokracuje dal.

Na zavér mého posudku bych rad podotknul, Ze Eva Seifertova jasné prokazala, ze

je schopna samostatné premyslet a pracovat. Vysledkem jsou ctyfi predlozené
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impaktované publikace, které podle mého nazoru beze sporu splituji vysoké naroky, které
klade tato oborova rada na své studenty. Pevné vétim, ze zadvérecné resumé zde piitomné
komise vyzni kladn€¢ a Evé Seifertové bude na zakladé této dizertacni prace umoznéno

ziskat titul Ph.D.
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