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POSUDEK NA DIZERTACNI PRACI MGR. VENDULY POSPICHALOVE

+REGULATORY MECHANISMS OF WNT SIGNALLING*

Vendula Pospichalova ptedlozila k obhajobé objemnou praci slozenou ze 199 stran vlastniho
textu, tiech praci jiz opublikovanych ve védeckych Casopisech a jednoho manuskriptu, ktery je
v soucasné dobé v revizi. U jednoho ztéchto ¢lankti publikovaného v ¢asopise Genesis je V.
Pospichalova prvni autorkou. Velka cast vysledku tykajicich se prace na proteinu Hicl, je pak

prezentovana na strandch 146 — 172 a zfejmé piipravovana k publikaci.

Tématem prace je studium mechanismit Wnt signalizace, zejména se zamécfenim na jadernou
Wnt signalizaci v kontextu epitelu stieva. Toto zamétfeni neni nahodné, nebot’ mutace ve Wnt draze
zodpovidaji za vice nez tfi Ctvrtiny kolorektalnich nddorti v populaci a pro moznou 1éc¢bu je zcela

klicové do detailu pochopit fungovani Wnt drahy v tomto organu.

Prace je psana dobrou angli¢tinou a zejména prvni ¢ast Uvodu je napsana opravdu brilantng. Je
Skoda, ze se tak vysoka uroven textu nepodafila udrzet v priibéhu celé prace a v druhé ¢asti se
objevuji (zfejmé z diivodu ¢asového presu) drobné chyby a nepiesnosti astéji. Mnozstvi dat a prace
prezentované v praci je enormni a je ziejmé, ze neni v sildch jednoho studenta, takové mnoZzstvi
vysledki béhem nékolika malo let PhD studia vygenerovat — pii obhajobé prace proto doporucuji
pfesné specifikovat, jaky je pfinos autorky k projektim, na kterych se dominanté nepodilela
(zejména jde o publikace L. Doubravské et al., J. Lukase et al. a B. Fafilka et al.). Z drobnych
formalnich nepfesnosti bych zejména sohledem na dal$i autorské pociny v budoucnosti
doporucoval (i) vé€novat vice péce popiskiim obrazka (napt. u Obr. 20 neni jasné v jakych ¢asovych

intervalech/fazich bunécného cyklu se bunky nachazeji), a (ii) pokusit se vice zaméfit praci k
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jednomu tématu. Dle mého ndzoru by naptiklad praci prospélo vytazeni publikace Doubravska et

al., ktera se ptfece jen zabyva docela odliSnou problematikou nez prace nasledujici.

Je nicméné ziejmé, ze autorka zvladla obdivuhodné mnoZstvi experimentdlnich metod, které
zahrnuji pokroc€ilé celogenomové analyzy, analyzy proteind, pfipravu transgennich mysi a jejich
analyzu pomoci histochemickych a funkénich metod. K mnozstvi a kvalité vysledkti, za nimiz se

dozajista odrazi i vysoka kvalita Skolitelského pracovisté, 1ze autorce pouze pogratulovat.

K diskusi a objasnéni mam nasledujici dotazy:

1. Je znamo, a autorka to nckolikrat zminuje, ze kliCové koncepty tykajici se vzniku nadort
stteva a role Wnt signalizace vtomto procesu urcuje v posledni dekddé¢ dominantné jedna
mySlenkova Skola kolem Hanse Cleverse z Utrechtu. Ma otdzka je nasledujici: Existuji nalezy nebo
koncepty z této laboratote, které se autorce na zaklade jeji osobni zkuSenosti, zdaji nespravné nebo

zavadgjici?

2. Pti Cteni pasaze o proteinu HIC1 se logicky vkrad4a uvaha: Co jsou ony jaderné ,HICI
bodies®, viditelné jak na Grovni endogenniho tak overexprimovaného proteinu HIC1? Jak muze
HIC1 interagovat s proteiny, které jsou primarné cytoplazmatické (napt. Dvl nebo APC). Z tohoto
prohledu je zajimava napi. cytoplazmatickd lokalizace HICI-CFP proteinu v ¢asné G1 fazi (Fig.

20), kterou autorka nazyva ,,nespecifickou akumulaci v lysozomech®. Proc si tak mysli?

3. V obrazku 26 se bez bliz§iho upfesnéni objevuje latka ,,AP21967/dimerizer, ktera indukuje

expresi Hicl. O jakou latku a bunéény systém jde; jakym mechanismem latka funguje?

4. Jako jeden z kliCovych genii reprimovanych Hicl identifikovala autorka gen kodujici protein
TMCOI1. Muze autorka spekulovat, jaka je mozna role tohoto proteinu v burice, v biologii stfeva a
ve Wnt signalizaci? Gen pro TMCO1 se neobjevuje jako ,,hit* v dalSich chipech z bun€k geneticky
deficientnich pro Hicl (Obr. 27). Jaké je mozné vysvétleni? Jak si vzdjemné odpovidaji data z chipt

buné¢k, kde byla hladina Hicl sniZzena pomoci siRNA vs. bun¢k, kde byl Hicl odstranén geneticky?

exprimuyjicich Villin) na Panethovy bunky (Obr. 32). Autorka piSe, Ze takika stejny fenotyp ziska
v pripad¢, ze delece probehne v kmenovych buiikach exprimujicich Lgr5 (jako ,,not shown®, strana

165). Nicméné na obrazku 33a, pfi stejném barveni na lysozym, tento efekt neni zietelny.
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6. Dalsi otazka, dle Cleversovy Skoly jsou Panethovy butiky nika pro kmenové butiky stieva. Je
v Hicl-deficientnim stfevé pozorovatelné, jakozto biologicky dusledek expanze Panethovych
bun¢k, zvysené mnozstvi Lgr+ kmenovych bunék? Jaka je implikace, pokud je odpovéd na mou

otazku ,,NE*“?

Zaveérem bych rad zdlraznil, ze prezentovana prace Venduly Pospichalové rozhodné predstavuje
nadstandardni dilo a pIné splituje veskeré odborné a formalni nélezitosti na tento typ prace kladené.

Doporucuji proto udéleni titulu PhD.

Mgr. Vitézslav Bryja, PhD.
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