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Oponentsky posudek dizertac¢ni prace
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Vyvoj bunék neuralni listy u zebficky (Danio rerio)

Dizertacni prace, Skolitel: RNDr. OndFej Macho#, Ph.D., Praha 2024

Shrnuti:

Tato prace se zabyva vyvojem neurdlni listy, specifické skupiny bunék, které se u obratlovcli méni v
razné bunécné typy a které migruji do rliznych ¢asti téla. Autorka se zaméruje na hlavovou neuralni
listu u dania pruhovaného a jeji transformaci zejména do chondrocytl a tenocytd, coz je klicovy
proces pro vyvoj lebky. Vyvoj neuralni listy je prevazneé fizen hox geny a siti dalSich vzdjemné se
ovliviujicich faktor(, véetné genl z rodiny meis. Autorka zkoumala praveé tyto geny pomoci knock-out
mutantU pro kazdy z rybich paralogl meis (meisla, meislb, meis2a a meis2b). Tato prace ukazuje, Ze
u mutantQ meis1b a u dvojitého mutantu meisla a meis1b dochazi k deformaci hlavovych chrupavek
béhem obdobi jejich ristu (8 dpf) a Ze neusporadana svalova vldkna v meis1b mutantnich jedincich
ovliviiuji kondenzaci Slach. V souhrnu autorka prokazuje, Ze meis1b paralog je dlleZity pro vyvoj
nékolika kraniofacialnich tkani a slouZzi tak jako mozny faktor ovliviiujici vyvoj prvniho a druhého
Zaberniho oblouku.

Hodnoceni a pripominky:

Dizertacni prace ma 40 stran plus pfilohy, je psdna ¢esky a je rozélenéna do péti ¢asti: 1. Uvod, 2. Cile
prace, 3. Ziskana data zasazend do kontextu soucasného poznani, 4. Zavérecné shrnuti, 5. Materidl a
metody. V préaci tak chybi klasické ¢lenéni (Uvod, Vysledky, Material a metody, Diskuze a Zavér).
Prace je ponékud kratka. Domnivam se, Ze zejména chybéjici diskuze je na skodu. Zaroven bych vsak
na tomto misté ocenil ¢lenéni jednotlivych podkapitol v ramci kapitoly ,,Ziskand data zasazena do
kontextu soucasného poznani“, kdy jednotlivé nadpisy vystizné shrnuji dil¢i vysledky.

Po védecké strance je prace dostatecna, bohuzel vsak musim konstatovat, Ze po stylistické a textové
strance je tomu naopak. K praci mam nasledujici pfipominky:

1. Béhem cteni této dizertacni prace bylo ponékud neprehlednou a nepfijemnou skutecnosti, ze
vétsina obrazkl je odkazovana na plvodni publikace. Prace neni nikterak rozsahla, proto si
myslim, Ze by ji velmi prospél rozsahlejsi obrazovy doprovod a detailnéjsi popis jednotlivych
vysledk( (spolu s vySe zminénou diskuzi). Dale nerozumim, proc€ v préci nebylo pouZito ani
jedno ze schémat z publikovaného pfehledového ¢lanku (Clanek I, Fabik, J. et al., 2021), na
jejichZ tvorbé se autorka sama podilela. V préaci je zarover v minimalni mite zminén Clanek Il
(Fabik, J. et al., 2022). Chapu, Ze hlavnim tématem této dizertace bylo studium meis gent u
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modelového organizmu danio pruhované, o néco Sirsi zabér by vsak této praci zcela jisté
prospél. Prace obsahuje ¢etné pravopisné a stylistické chyby, ¢asto na ukor srozumitelnosti
textu:

“...jelikoZ se jedna pluripotentni populaci bunék” (strana 2), ,,...specifikuji buriky neuralni listy jako
jsou foxD3, snail,...” (¢arka pred vyctem, strana 2), ,Interakci z okolnimi tkanémi“ (strana 2),
,poskytuje fadu vyhod mezi né patii rychly (néz, strana 2), ,Clanek I1“ (strana 2), , paraby“ (strana 4),
,Larvy triple mutantd opét nedosahli delsiho Zivota nez 13 dni“ (y/i, strana 8), ,V této praci jsem se
zaméfili“ (strana 8), ,,celo-télni” (piSe se dohromady, naopak anglické souslovi ,,whole mount” se piSe
s pomlckou), ,,prilehajici“, ,Zzloutkova koule” (ne ,koule”, ale ,vak”) atd.

2. V préci se volné misi anglické a ceské odborné vyrazy. Pfestoze je nékdy obtizné nalézt cesky
ekvivalent nékterych odbornych pojmu, je potfeba se o to pokusit nebo psat konzistentné
pomoci anglickych termin(, pfipadné pouZzivat uvozovky:

,,-..roli v tomto trimeru transkripcnich faktoru“ (strana 8), ,Larvy triple mutantd” (strana 8) s
prislusnym ,forward primerem* (strana 25) atd.

Déle je nutné byt konzistentni v psani s/z/h v pfevzatych slovech: ,mechanismus”, ,mesenchymalni,
,mezenchymalni, ,senzorické”, ,epitelidlnich” atd.

3. Prace ¢asto obsahuje nesrozumitelné nebo neobratné formulované véty:

»,Ze srovnani rybi lebky a savéi lebky bychom tézko hadali embryonalini spoleény plvod.” (strana 4),
,Zaroven jsme odkryli vzajemné propojeni kraniofacidlnich tkani a ptinesli dalsi poznatky vlivu Meis
na chondrogenezi a osteogenezi u mysi. (strana 6), ,Presto ale se stale objevuji nové poznatky na
kompenzaci stran druhého paralogu.” (strana 8), ,,Den po vykuleni se z ochrannych obalt (3 dpf)
muUZeme pozorovat meislb v chrupavkach.” (strana 9), ,Jestli byl chybné tvarovany nerv schopny
inervace, jsme detekovali skrze nervosvalové spoje.” (strana 21), ,Pocet a pozice synapsi si vzajemné
odpovidal a utvarel nervosvalové spoje u meisib/1ab KO mutant(.” (rozumim vyznamu, ale popis je
znacné zkratkovity, strana 21), ,,Uvolnéna DNA spolu s prislusnym forward primerem, ktery
amplifikuje DNA ve sméru 5°-3°, a reverse, ktery znaci misto replikace komplementarniho vldkna tedy
ve sméru 3-5 (Tab.1), a DNA polymerazou (2X DreamTaq Master Mix) byla pomoci PCR
amplifikovana.” (zde se naopak jedna o zna¢né komplikovany popis, strana 25), ,,Meis1b/1ab KO
mutanti maji ve stadiu 6 dpf tzn. stadiu Cerstvé pfijimaci potravu z vnéjsiho okoli, vyvinuté svaly s
ektopickymi vliakny.” (chybéjici interpunkce na Ukor srozumitelnosti, strana 27) atd.

4. V préci nesouhlasi odkazy na nékteré obrazky v autorciné publikacich:

,Nicméné morfologie nervu u véech mutant( kopirovala tvar svalu (Fig. 8, Clanek 1).“ (z kontextu
vyplyva, e se jedna o Fig. 9, Clanek |, strana 21), ,Pocet a pozice synapsi si vzajemné odpovidal a
utvarel nervosvalové spoje u meislb/lab KO mutant( (Fig. 9, Clanek 1).“ (z kontextu vyplyva, Ze se
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jedna o Fig. 10, Clanek 1), ,,Meckelovy chrupavky byla patrna svalova vldkna, kterd nebyla zarovnana
(Fig. 4B hrot Sipky, Clanek 1).“ (jedna se o Fig. 4A).

5. Dalsi pfipominky:

Velmi pozitivné hodnotim kvalitu obrazk( in situ hybridizace. V praci by vSak bylo dobré uvadét pocty
popisovanych fenotypu z celkového poctu (jako je tomu v priloZzenych publikacich). Z abstraktu
vyplyva, Ze meisla mutant nemél zadny fenotyp. Tento fakt by pro lepsi prehled a ucelenost bylo
dobré zminit na strané 8, kde se jednotlivé fenotypy popisuji. V kapitole ,,Materidl a metody“ by bylo
vhodné zminit katalogova ¢isla jednotlivych produkt(, dale by bylo spravné zminit konkrétni nastroje
(,packages”) pouZité ke statistické analyze - “Statistické analyzy uvedené v Clanku | byly zpracované v
programu R.“ (strana 32).

Otazky oponenta:

1. Ztextu nastrané 9 vyplyva, Ze nebyl detekovan zadny rozdil mezi meisl1a mutantem a mezi
meisla, meis1b dvojitym mutantem (v prdci oznacovany jako meislab):

,Pro analyzy jsme proto vyuZzili embryondlni material jak meis1b, tak meis1alb linie, mezi kterymi
neni Zadného morfologického rozdilu, abychom urychlili ziskavani dat.”

Neni tedy matouci provadét v pozadi meisla mutace jakékoli pokusy a zaroven toto pozadi v
textu zmifovat?

2. Jak vypada fylogeneticky strom mezi orthology Meis/meis mezi mysi a rybou a jejich
jednotlivymi paralogy? Lze na zakladé syntenie nebo homologie vyvodit, Ze orthologem
Meis2 je pravé meis1b? Podobné schéma by bylo vhodné prezentovat v Uvodni kapitole.

3. Meis2 cKO jedinci (mys) maji nadmérné osifikovanou lebku a zkracenou celist. Projevuji se u
téchto mutant( zmény svall a Slach jako je tomu u ryb?

4. Na strané 23 se pise:

“Z nasich dat nemuizeme jasné urcit, zda meis1b ovliviiuje pouze vyvoj chondrocytl a tim
moduluje svaly a $lachy nebo opacné meis1b skrze vyvoj tenocytt ovliviiuje vyvoj ostatnich
kraniofacialnich struktur. Mozné vysvétleni mliZe ptinést otestovani Urovné retinové kyseliny
nebo zaméreni se na nekanonickou i kanonickou Wnt signaliza¢ni drahu.”

Je mozné, Ze spolu tyto fenotypy vlbec nesouvisi? Jakym zplsobem by se v otdzce provazanosti
obou fenotypl dalo vyuZit testovani pomoci kyseliny retinové nebo zaméreni se na
ne/kanonickou Wnt signalizaci? Podobné hypotézy a navrhované experimenty by bylo vhodné v
dizertac¢ni praci diskutovat a popsat.

5. Mutace v meislb je letalni (13 dpf). Souvisi pozorované fenotypy v Celistech s letalitou
mutantl nebo embrya umiraji z jiného dlvodu? Jinymi slovy, souvisi letalita s omezenim
pfijmu potravy, byly vtomto sméru provedeny néjaké experimenty a proc nebyla letalita
embryi diskutovana?
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Zavérecné shrnuti:

Tato prace pfinasi novy a uzite¢ny vhled do role meis na kraniofacialni vyvoj. V pfiloze této prace jsou
priloZzeny dvé publikace uchazecky (jeden plvodni a jeden prehledovy ¢lanek), ve kterych je autorka
druhym autorem, a jeden prvoautorsky plvodni ¢lanek ve formé manuskriptu v recenznim fizeni.
Svym rozsahem odpovida predlozena dizertace spiSe diplomové praci, protoze vsak autorka splnila
publikaéni kritéria vyZadovana oborovou radou, doporucduiji ji k obhajobé.

V Praze 8. 5. 2024
Ondrej Svoboda, Ph.D.

Ustav molekuldrni genetiky AV CR, v. v. i.



