
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 

Univerzita Karlova v Praze 

Přírodovědecká fakulta 

Albertov 6, 128 43 Praha 2 

IČO: 00216208 

DIČ: CZ00216208 

www.natur.cuni.cz 

 
 

 

Věc:   Školitelský posudek na dizertační práci 

 

Eva Seifertová nastoupila do naší laboratoře v roce 2008. Od samého počátku se 

cílevědomě vrhla do řešené problematiky, která při jejím nástupu představovala 

identifikaci sex určující oblasti na modelu Xenopus tropicalis pomocí intronových 

polymorfizmů genů vykazujících určitou genetickou vazbu s pohlavím. Přes veškeré úsilí, 

které tomuto tématu věnovala, se nepodařilo nalézt ani jeden gen, který by hledanou 

vazbu vykazoval, a bylo nutné přistoupit ke změně tématu dizertační práce.  

 

 V naší laboratoři se již delší dobu zabýváme cytogenetikou rodu Xenopus a 

Silurana. Klíčovým výstupem na tomto poli byla bezpochyby konstrukce fyzické mapy 

Xenopus tropicalis založená na chromozomální lokalizaci cDNA sond. Eva opět 

prokázala vysoké pracovní nasazení a velkou měrou se podílela na přípravě cDNA 

amplifikátů a vlastních FISH-TSA sond (fluorescenční in situ hybridizace spojená 

s tyramidovou amplifikací signálu).  

 

 Dva roky před publikováním výsledné genetické mapy X. tropicalis, připravené ve 

spolupráci s britskými a americkými kolegy, Eva zahájila svou cytogenetickou dráhu na 

projektu přípravy celochromozómových malovacích sond X. tropicalis. Pod mým 

vedením se podílela na optimalizaci amplifikačního protokolu laserem 

mikrodisektovaných chromozómů. Vzhledem k vysokému obsahu repetitivních sekvencí 

v genomu X. tropicalis se jednalo o nelehký úkol a bylo nutné opustit standardní a 

všeobecně používaný protokol založený na nespecifické amplifikaci pomocí DOP-PCR. 

Po dvouletém úsilí byl nalezen vhodný postup pracující na principu celogenomové 

amplifikace tepelně fragmentované DNA s ligovanými adaptery umožňujícími sekundární 

reamplifikaci s použitím komplementárních primerů k sekvenci adapteru (WGA systém 

od firmy Sigma - Aldrich). Výhodou tohoto systému je právě tepelná fragmentace, která 
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zajistí sekvenčně neovlivněné štěpné produkty a tudíž výsledná komplexita amplifikátu je 

velmi vysoká s pokrytím, jak repetitivních sekvencí, tak unikátních genů. Výsledné 

malovací sondy pak byly použity pro hybridizaci s karyotypy vlastního druhu (ověření 

jejich specifity), tak hlavně s chromozomy Xenopus laevis (Zoo-FISH), kde se díky tomu 

podařilo odhalit zajímavé pozadí vzniku tohoto druhu alotetraploidizační událostí 

spojenou s chromozomální fůzí.  

 

 Tento projekt nebyl pro Evu zajímavý pouze z pohledu odhalení chromozomální 

evoluce u rodu Silurana a Xenopus, ale také proto, že způsob jakým byly chromozómy 

amplifikovány, poskytoval kvalitní malovací sondy s velmi dobrým pokrytím. Tento fakt 

nás v laboratoři přivedl na myšlenku využití těchto amplifikátů pro hromadnou lokalizaci 

genů pomocí masivní paralelní sekvenace. Na tomto místě je zajímavé podotknout, že 

Eva se ve svém doktorském studiu opět vrátila k hledání sex určující oblasti, nyní ovšem 

pomocí state-of-art metodiky. Na základě doplněné genetické mapy X. tropicalis naši 

britští spolupracovníci zjistili statisticky významnou vazbu určitých polymorfních 

markerů ležících na krátkém rameni chromozómu č. 7 s pohlavím. Eva, nyní vybavená 

zkušenostmi z přípravy malovacích sond, provedla ve spolupráci s Dr. Kubíčkovou 

z Výzkumného ústavu veterinárních léčiv laserovou mikrodisekci inkriminovaného 

krátkého ramene s následnou celogenomovou amplifikací úspěšně zavedenou v rámci 

přípravy malovacích sond. Kolegové ve Velké Británií po té provedli masivní paralelní 

sekvenaci získaných amplifikátů metodou Solexa Illumina. Evu čekal velmi nelehký úkol 

v podobě podrobného vyhodnocení získaných hrubých dat. Bez jakýchkoliv předešlých 

zkušeností byla schopná se ve velmi krátké době v řádech týdnů naučit základy 

programování v jazyce PERL a úspěšně analyzovat jednotlivá čtení. Bez nadsázky lze 

říci, že teprve nyní si Eva našla svou niku, ve které mohla naplno prokázat své logické a 

matematické schopnosti, které ve spojení se znalostmi biologických souvislostí 

představují poměrně vzácný fenotyp. Bohužel přes veškerou snahu se opět nepodařilo 

prokázat, že oblast krátkého ramene chromozómu č.7 nese gen, který by se podílel na 

diferenciaci pohlaví a výzkum na tomto poli pokračuje dál.  

 

 Na závěr mého posudku bych rád podotknul, že Eva Seifertová jasně prokázala, že 

je schopná samostatně přemýšlet a pracovat. Výsledkem jsou čtyři předložené 
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impaktované publikace, které podle mého názoru beze sporu splňují vysoké nároky, které 

klade tato oborová rada na své studenty. Pevně věřím, že závěrečné resumé zde přítomné 

komise vyzní kladně a Evě Seifertové bude na základě této dizertační práce umožněno 

získat titul Ph.D.  

 

V Praze dne 29.5.2014                                                  Ing., RNDr. Vladimír Krylov, Ph.D. 


