Oponentsky posudek
na magisterskou praci ,,Kinase signalling in meiosis | of mammalian oocytes: PLK1 controls multiple

aspects of meiosis | in mouse oocytes*

Magisterska prace Adély Brzakové je zaméfena na studium tlohy serin/threoninové kinazy Plk1 v mysich
oocytech pii meiose 1. Regulacni mechanizmy, které se uplatiiuji pii vyzravani savéich oocytil patii k aktualnim
tématiim bunééné biologie a jsou dlouhodobé na velmi dobré trovni studovany na Ustavu Zivo&isné fyziologie a
genetiky AV CR, kde byla piedkladana prace vypracovéana.

Hodnoceni vysledkii prace z hlediska tviiréiho piinosu

Ve své praci autorka vyuzila ¢asosbérnou kinematografii znacenych proteint v zivych buiikach v kombinaci se
specifickymi inhibitory kinaz, aby objasnila roli PIk1 v meiose I u mysich oocytu.

Hlavni vysledky jsou nasledujici:

- inhibice Plk1 vede ke zpozdéni rozpadu jaderného obalu (NEBD) oocytl a zpozdéni kondenzace chromatinu
(CC),.dochazi rovnéz k desynchronizaci NEBD a CC,;

- na rozdil od somatickych bunék inhibice PIK1 v oocytes nezabrani tvorbé déliciho vieténka, ale jeho objem je
mensi;

- podobné jako u somatickych bunék vede inhibice Plk1 k zastaveni bunék v metafazi. Tento blok v§ak neni u
oocytt vysledkem pokracujici aktivity SAC (spindle assembly checkpoint);

- inhibice Plk1 u oocytl synchronizovanych na pfechodu metafaze I/anafaze | vede u oocytii pokracujicich do
anafaze I k chybné segregaci chromozému a k inhibici cytokineze. Dochazi také ke zpomaleni rozpadu sekurinu,
jenz inhibuje aktivitu separazy.

Uvedené vysledky ukazuji, ze u mysich oocyt Plk1 reguluje pribéh meiosy I na riznych Grovnich.
Hodnoceni ¢asti diplomové prace
Prace je sepsana v anglickém jazyce a ma standardni ¢lenéni

1. Literarni prehled

V literarnim piehledu jsou stru¢né uvedeny zakladni charakteristiky vyvoje mySich oocytd, dale jsou shrnuty
soucasné poznatky o funkci Polo-like kinaz. Velmi podrobn¢ jsou popsany signalni drahy v riznych fazich
buné&¢ného cyklu a soucasné znalosti o uloze PIk1 pii mitose a meiose. Autorka zpracovala znaéné mnozstvi
odkazi (125 citaci) a prokazala schopnost prace s literaturouo. Piehled je doplnén 17 obrazky. Tato ¢ast prace by
mohla byt prezentovana samostatné jako piehledny ¢lanek o roli Plk1 pfi déleni buiiky.

2. Material a metody

Prace vyuziva technicky naro¢nou metodu dlouhodobého sledovani zna¢enych proteind v zivych mysich
oocytech pomoci konfokéalni mikroskopie kombinované s ptisobenim specifickych inhibitort. Ziskana data jsou
analyzovana s ohledem na dynamiku jaderné obalky, kondenzace chromozém, objemu vieténka a degradace
sekurinu. Je uvedeno statistické vyhodnoceni ziskanych vysledkd.

3. Vysledky

V této Casti autorka prezentuje 7 obrazki, 4 tabulky a 3 videa. VSechny vysledky jsou na vynikajici metodické
urovni. Graficka prezentace dat je kvalitni. Tlustracni videa maji velkou informacni hodnotu.

4. Diskuse

V diskusi autorka prokazuje schopnost kritického hodnoceni ziskanych dat a uvadi korelace k publikovanym
vysledktim ziskanym u somatickych bunék. Pfedklada vlastni hypotézy o regulacnim vlivu Plk1 v jednotlivych
stadiich meiosy. Na zaver shrnuje dosazené poznatky do souhrnného schématu.

Dil¢i pripominky k praci a otazky do diskuse
Drobné technické poznamky

Nize uvedené poznamky, které nikterak nezpochybiiuji kvalitu pfedkladanych vysledki, mohou autorce pomoci
pii sepisovani jejich dalsich praci.



- Velmi kladné hodnotim uvedeni seznamu zkratek (68 polozek), ktery je dilezity pro plynulé éteni textu.
Nicméné seznam neni uplny (chybi napt. MPF, BUBR, TAL, MCC, CYK4...).

- Legenda k obrazktim a tabulkdim ma neobvyklou typografickou tpravu. Napi. misto Figure 11 primordial germ
cells..... bych navrhoval Figure 1. Primordial germ cells... Neni tfeba zdiraziovat, Ze jde o obrazek v
Introduction. Neni tfeba pro grafy v ¢asti Results udavat, Ze jde napi. o Graph R1. Sta¢i napsat Figure xy.

- Legendy k obrazkim a tabulkam by mély byt samovysvétlujici, bez nutnosti hledat jejich vyznam v textu.
Podorobnéjsi popis by byl vhodny u Figure 19, Figure 110, Figure M2., Table M1, Table M2. Neni jasné pro¢
jsou odkazy v textu na Figures a Tables ozna¢eny napf. Fig C1, Tab C1 a pod obrazkem ¢i tabulkou je uvedeno
Figure R1, Table R1.

- V ¢&asti References jsou nazvy ¢lankl v uvozovkach. To je neobvyklé. Jinak citace jsou uvedeny velmi
podrobné, véetn¢ Cisla Casopisu.

-V textu jsou u odkazti na souhrnné ¢lanky naduzivany zavorky. Casto jsou interpunkéni znaménka na
nespravném miste. Prestoze anglictina je celkové na dobré trovni, v textu jsou preklepy, které by mél zachytit
“spellchecker”.

- V tabulce M3 jsou uvedeny citace praci, v kterych byly pfipraveny konstrukty. Neni vSak ziejmé od koho byly
konstrukty ziskany. Bylo by téZ vhodné uvést zdroj inhibitoru kinaz (tabulka M2).

Otazky do diskuse

1. Jaky vliv na “mitotic resumption” ma niz§i a vy$§i koncentrace BI12536 inhibitoru PIk1 ve srovnani s pouzitou
koncentraci (500 nM)? Je néco znamo o vlivu jinych Plk1 inhibitorti (napf. TAL) na tento dé&j?

2. Pti inhibici Plk1dochazi tvorbé€ bipolarniho vieténka, avSak nékteré chromozémy nejsou v oblasti “metaphase
plate”, ale jsou koncentrovany na pélech vieténka. To je pékné dokumentovano na videu ¢. 2. Jakym
molekularnim mechanizmem jsou chromozémy koncentrovany do této oblasti?

3. Jaka je soucasna ptedstava nukleace mikrotubuli z acentrozomalnich MTOCS v cytoplazmé mySich oocyti?
Je mozné v této oblasti vizualizovat komponenty yTuRCs? Jaké regulaéni molekuly bunééného cyklu lze nalézt
v této oblasti?

4.V diskuzi vysledkia pidkladané prace o roli Plk1 pii cytokinezi (str. 46) uvadite, Ze pouzita koncentrace
BI12536 muze efektivné inhibovat i kinazy PIk2 a PIk3. Neni mozné, Ze i dal$i zmény v prib&éhu meiosy
pozorované po aplikaci BI253 (500nM) mohou byt zptisobeny inhibici P1k3? Neplanujete ovéfit efekt BI2536 pii
nizsich koncentracich?

5. Jestlize P1k1 hraje zasadni roli pfi d€leni bungk, jak si vysvétlujete ze popsana deplece Plk1 na 10% pomoci
shRNA (str. 6) nevede ke sniZeni proliferace bun¢k?

Zavér

Autorka prokazala velmi dobry piehled odborné literatury, pouzilal pfi svém studiu naro¢nou techniku sledovani
proteinti v zivych mySich oocytech a ziskala dilezité prioritni poznatky o regulaénim pusobeni Plk1 pii meiose 1.
Ziskané vysledky mohou byt publikovany v renomovaném mezinarodnich ¢asopise. Z uvedenych divodi proto
doporucuji, aby po Gspésné obhajobé byla autorce udélen vysokoskolsky titul Mgr.
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