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Oponentsky posudek na praci Bc. Jana Tomankové
Role mTOR signalizacni drahy v mysich preimplantacnich embryich

Pfedlozend magisterska prace si klade za cil analyzovat Ulohu role signalizac¢ni kaskddy mTOR v raném
embryondlnim vyvoji mysi. K tomuto ucelu bylo vyuZito velmi dobfe ustanoveného experimentalniho
modelu, ktery umoZiuje regulaci genové exprese, pfipadné inhibici studované signalizacni kaskady
v pribéhu pre-implementacniho vyvoje embrya a analyzu dopad( na diferenciaci a proliferaci jednotlivych
bunécnych typd.

V ramci magisterského projektu autorka vyuzila dvou zavedenych inhibitord mTOR kaskady a analyzovala
dopad téchto zdsahl na mnoiZstvi proteinu rozlicnych reportérovych gen( znacicich aktivity mTOR a
sprazenych kaskad. Prace samotna navazuje a doplfiuje dfivéjsi pozorovani ziskané v laboratofi autorky a
budou nepochybné slouZit jako soucdst budouci publikace. Neni pochyb o tom, Ze predlozena prace
splnuje formalni pozadavky na magisterskou praci na Katedie Molekuldrni Biologie a Genetiky.

Prace samotna je ¢lenéna podle standardniho formatu. Svym rozsahem 74 stran, na kterych jsou vysledky
prezentovany v 34 obrazovych tabulich, a podlozenim textu 81 citacemi prevazné cizojazycné literatury,
predstavuje predlozend prace velmi obsdhle a dobfe zpracované dilo.

V Uvodu autorka vécné vsak dostatecné seznamuje ¢tenafe se vSemi potifebnymi fakty k pochopeni jeji
motivace zabyvat se danou otdzkou a predstavuje prehled praci, které v minulosti pfinesly k danému
tématu zdsadni informace. Pro lepsi srozumitelnost je Uvod doplnén péti schématickymi zobrazenimi
experimentalniho systému i vzdjemnych vztahl jednotlivych genl zkoumanych signalizacnich kaskad.
Uvod je sepsan velmi dobrou a ¢tivou formou.

Cile prace jsou definovany ¢tyfmi srozumitelnymi dil¢imi otdzkami, které je mozno s pomoci pouzitych
nastroja dosahnout.

Materidl a metody jsou velmi precizné vypracovany a aZ na nékolik drobnych nejasnosti poskytuji vétsinu
informaci nutnych k opakovani experimentd. Navic dokumentuji Siroké spektrum metod, se kterymi se
studentka v prlbéhu realizace projektu musela detailné seznamit.

Vysledky tvofi velmi obsahlou cast prace, kterd je kvalitné zpracovana a zejména po grafické strance
znacné presahuje ocekdvatelny standard od magisterskych praci. Nazvy kapitol a chybéjici souhrn
vysledkd bohuZel znesnadriuji pochopeni vysledki pro ¢tenare a vyZaduji velkou miru soustredéni. Praci
by jisté velmi prospélo grafické znazornéni zasah(l a analyza dopad( na dany systém.

Cely manuskript je dovrSen pomérné zdafilou diskusi, ve které autorka kriticky srovnava sva pozorovani
s poznatky ze soucasné literatury.

Presto, Ze praci hodnotim jako vybrnou, mam nékolik otazek, jejichZ zodpovézeni povazuji za dullezZité
pro adekvatni posouzeni kvality prace jeji vyborné ohodnoceni.

e Protokol barveni, ktery byl v praci pouZity je dle mého usudku lehce nestandardni, mohla by
autorka okomentovat jednotlivé kroky a zdlvodnit jejich vyznam?

e Mam jisté pochybnosti o pouZité negativni kontrole k barveni. Autorka pouZila jako kontrolu
aplikaci pouze sekundarni protilatky. Vysledky vSak nejsou poskytnuty. Jaké dalsi negativni
kontroly lze k imunohistochemickému barveni pouzit?
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e V metodologii prace chybi nékteré nutné detaily k porozuméni prezentovanych obrazkl a
k posouzeni relevantnosti u¢inénych zavéra. Neni zcela zjevné, jak bylo skenovan ina
konfokalnim mikroskopu provedeno.

eV praci neni uveden pocet opakovani, a to jak replikaty bilogické, tak i proceduralni. Nevime
tedy, kolikrat bylo dané barveni provedeno a na kolika embryich byla pozorovani provedena.

o Neékteré grafy zobrazujici vysledky jsou pro mé obtizné pochopitelné. Co presné zobrazuje violin
plot na obrazku 30?

e Mohla by autorka jednoduse popsat, jak funguje (corrected total cell fluorescence), zda se mi, Ze
pouziti této metody napftiklad na vysledcich prezentovanych na obrazku 23-24, neddva rozumné
vysledky. Cim by autorky vysvétlila rozdilny pozorovany pattern a byl tento efekt pozorovén
opakované?

eV ramci prace jsou zvoleny proteiny 4EBP1 a elF4 jako readouty pro mTOR aktivaci, jakou dalsi
kaskddou mohou byt praveé tato dva faktory dale regulovany?

e Aktivace mTOR je spojena s autofagii, co je zndmo o roli autofagie v raném emrbyonalnim vyvoji
mysi? Mohla by autofagie vysvétlit néktera z vasich pozorovani?

Praci doporucuji k obhajobé a vérim, Zze budu moci s prihlédnutim k obhajobé ohodnotit tuto praci jako
vybornou.

V Ceskych Budé&jovicich, dne 2.1.2023

Mgr. Adam Bajgar, Ph.D.



