Oponentsky posudok na diplomovu pracu

Bc. Jana Tomankova (2022). Role mTOR signalizacni drahy v mysSich preimplantacnich
embryich

Diplomova praca Jany Tomankovej je zamerana na dolezitu problematiku regulacie raného
embryonalneho vyvinu u mysich embryi, konkrétne na ulohu mTOR regulovanej translacie

v procese rozhodovania o buneénom osude a vzniku trofoektodermu a vnutornej masy
buniek.

Hodnotenie vysledkov z hladiska tvorivého prinosu

Autorka ukazala, Ze mTOR signalizacia a mTOR regulovana translacia je aktivna aj

v prechode medzi 8- a 16-bunec¢nym stadiom, kedy dochadza k prvej diferenciacii buniek, a
ze farmakologicka inhibicia mTOR signalizacie spdsobuje pokles poctu vnutornych buniek.
Praca prezentuje vysledky na vysokej urovni, predovietkym s vyuzitim farmakologickej
inhibicie mTOR signalizacie a imunofluorescencnej analyzy s detekciou velkého mnozstva
proteinov. Kombinacia tychto dvoch pristupov je velmi vhodne zvolena a prispela tak

k ziskaniu cennych originalnych vysledkov, ktoré urcite prispeju k rozvoju vyskumnych
projektov v tejto oblasti.

Formalna kvalita predlozeného spisu

Praca ma logické ¢lenenie a je formalne rozdelena do 6 kapitol (vratane ,Zoznamu
literatury"). V praci chybajl ¢asti ,Zoznam skratiek", ,Zoznam ilustracii“, ,Uvod" a ,Zaver",
ktoré povazujem za Standardnu a délezZitu sucast akejkolvek kvalifikaénej prace. Autorka
sice v praci uvadza kapitolu s nazvom ,Uvod*, ta je ale literarnym prehladom, kde absentuje
vSeobecné priblizenie Studovanej problematiky Citatelovi.

Jazyk
Praca ma vysoku uroven, je predloZzena v ceskom jazyku, text obsahuje len minimum
preklepov a je celkovo zrozumitelny.

Hodnotenie casti predkladaného spisu

a) Literarny prehlad

Tato Cast spisu ma 15 stran, ¢o povazujem za adekvatne. Literarny prehlad je spracovany
na velmi vysokej urovni, autorka sa venuje prevazne ranému embryonalnemu vyvinu u mysi,
prvému a druhému rozhodnutiu o buneénom osude a ulohe mTOR signalizacie v mysSich
oocytoch a ranych embryach. Text je doplneny 5 viastnymi ilustraciami, ktoré vyrazne
prispievaju k pochopeniu popisanych signalnych drah, ¢o velmi ocefiujem. Text sa Cita velmi
dobre a autorka sa vyhla nepresnostiam. K vacSiemu pochopeniu textu by vSak pomohlo
vysvetlenie skratiek proteinov pri prvom vyskyte v texte (najma v situacii, ked v praci
absentuje ,Zoznam skratiek"), a taktiez popis typu a funkcie proteinu.

b) Material a metody

Téato Cast' je spracovana na 6smich stranach, a je doplnena piatimi tabulkami. Praca je
metodicky bohata, autorka popisuje izolaciu a kultivaciu mySich embryi, rozne typy
imunofluorescenéného znacenia, konfokalnu mikroskopiu a analyzu dat. Va¢sina metéd je
dokumentovana velmi podrobne, niektoré informacie vSak v popise chybaju, ako napr.
detaily ku konfokalnej mikroskopii (vid otazky do diskusie).

c) Vysledky

Tato Cast' je velmi obsiahla, ma 36 stran, obsahuje 34 obrazkov. Autorka tak prezentuje
velké mnozZstvo ziskanych dat, predovSetkym z imunofluorescenénej analyzy s pouzitim
velkého mnozstva réznych protilatok, obrazky su spracované v publikacnej kvalite. Data su
spravne Statisticky zhodnotené, ocenujem najma uvadzanie p-hodnoty pri kazdom vysledku,
¢o sa uz stava Standardom v publikaciach. Vzhladom na velké mnozstvo dat, velké



mnozstvo pouZzitych protilatok, a Stylu textu sa vysledkova ¢ast’ celkovo Cita tazko, obcas je
nezrozumitelna. K lepSiemu pochopeniu textu by napriklad prispelo, ak by autorka uvadzala,
aku otazku chce danym experimentom s pouzitim konkrétnej protilatky zodpovedat, aka je
hypotéza, a pod., ¢o Casto absentuje. Namiesto toho sa ¢asto autorka nevyhla popisovaniu
metodického postupu vo vysledkovej Casti, typu protilatky a opakovaniu uz uvedenych
informacii (napr. riedenie protilatky, typ sekundarnej protilatky, a pod.). Pri prezentovani
vysledkov kvantifikacie fluorescenéného signalu u vacsiny protilatok autorka postupuje tak,
Ze najprv prezentuje v texte vysledky analyzy signalu ,volnym okom", potom uvadza napr. na
str. 27 ,Aby bylo mozné vyvodit z vysledkd imunofluorescencnich barveni konkrétni zavéry a
potvrdit nase pozorovani zmén barveni v zavislosti na bunécném cyklu a inhibici mTOR
drahy, musela byt data z provedenych fluorescencnich barveni kvantifikovana v programu
Fiji a dale zpracovana." a az nasledne prezentuje vysledky kvantifikacie signalu v programe
FiJi. To prispieva k nezrozumitelnosti, Casto z textu nie je zrejmé, i sa jedna o analyzu
volnym okom, alebo Statisticky zhodnotenu kvantifikaciu, a prispieva k nespravnej
interpretacii vysledkov, ako napr. na str. 50 ,PrestoZe jsme volnym okem pozorovali rozdily
mezi kontrolnimi a inhibovanymi embryi, kvantifikace ukazala, Ze v intenzité fluorescence u
Jjadérek 8bunécnych embryi neni rozdil...". Naopak, autorka uvadza po kazdom experimente,
aké informacie experiment priniesol, ¢o hodnotim pozitivne.

d) Diskusia

Diskusia ma 5 stran, je teda oproti vysledkovej Casti vyrazne strucnejSia, ale je spracovana
na velmi vysokej urovni. Autorka jednoznacne preukazala schopnost konfrontovat svoje
vysledky s dostupnou literaturou. Autorka tiez diskutuje urcité nevyhody zvolenych
metodickych postupov, Specificitu protilatok a nutnost optimalizacie v buducnosti, ¢o
hodnotim pozitivne. V zavere diskusie sa autorka snazi nastolit smery dalSieho vyskumu

v tejto oblasti, €o hodnotim velmi pozitivne.

e) Zoznam literatury
Autorka pouzila 82 zdrojov, ¢o povazujem za adekvatne, velka Cast je z poslednych 5-10
rokov, ¢o hodnotim pozitivne.

Celkové zhodnotenie

Pracu Jany Tomankovej odporu¢am k obhajobe a hodnotim ju ako velmi dobru. Autorka sa
nevyhla urcitym formalnym a jazykovym chybam, ale celkovo je praca spracovana na velmi
dobrej urovni, a to najma ¢asti ,Literarny prehlad” a ,Diskusia”. Autorka uvadza, Ze jej
vysledky su sucastou pripravovaného manuskriptu, kde bude spoluautorom, ¢o jednoznacne
preukazuje, Ze diplomova praca splnila svoj ucel.

Otazky do diskusie

Na str. 4 autorka uvadza, Ze po 16bunkovom Stadiu sa mézu blastoméry delit’ ,antiklinalné
neboli symetricky", alebo druhou moznostou je ,periklinalné neboli asymetricky". Co
znamenaju vyrazy antiklinalne a periklinalne a su skuto¢ne synonymom slov symetricky,
resp. asymetricky?

Na. str. 13 autorka uvadza dve prace zaoberajuce sa fosforylaciou 4E-BP1 v mySich
oocytoch kinazami PLK1 a CDK1, a v ktorych je opisana odliS§na uloha PLK1. ,Jansova a
spol. prinesli vysledky, dle kterych je dileZita pouze kinaza CDK1, ktera fosforylaci ovlivriuje
prostiednictvim aktivace mTOR, a PLK1 se podle nich na fosforylaci 4E-BP1 vibec nepodili
(Jansova et al., 2017). To je v kontrastu s dalSim vyzkumem, podle kterého je pro fosforylaci
4E-BP1 stéZejni kinaza PLK1, jako je tomu béhem metafaze | (Severance & Latham, 2017)."
Cim si autorka vysvetluje pozorovany rozdiel v tlohe kinazy PLK1 pre fosforylaciu 4E-BP1?
Podobne je to s efektom delécie mTOR na rany embryonalny vyvin. ,Embrya s deletovanym
mTOR genem (-/- embrya) jsou v E6,5 a v E7,5 vyrazné opoZdéna ve svém vyvoji oproti
embryim s heterozygotné deletovanym mTOR genem (+/- embryim) a kontrolnim embryim
(+/+ embryim) a vykazuji urCité vyvojové defekty (Gangloff et al., 2004). Jina studie prinesla



vysledky, dle kterych nejsou mTOR -/- embrya schopna preZit déle neZ do E6,5 (Shor et al.,
2009)." Ako si autorka vysvetluje rozdiel v diZzke prezZivania embryi s deléciou mTOR
pozorovany v tychto dvoch pracach?

Na str. 63 autorka uvadza, Ze ,Kvantifikace intenzity fluorescence potvrdila, Ze
pravdépodobné dochazi ke snizeni mnoZstvi DDX21 proteinu béhem déleni z 8 na 16 bunék
po inhibici mTOR drahy, i kdyZ nebyla statisticky signifikantni, pravdépodobné kvili nizkému
poctu délicich se bunék u kontrolnich embryi." Ako teda autorka doSla k zaveru, Ze
dochadza k znizeniu, ked vysledok nie je signifikantny?

Na str. 23 autorka uvadza pouzitie konfokalneho mikroskopu, neuvadza vsak dalSie potrebné
parametre, predovSetkym rozliSenie, hrubka rezu, zvacSenie, velkost zorného pola a pod.
Mohla by autorka tieto udaje doplnit?

V popise k Obr. 6 a Obr. 11 autorka uvadza, Ze je zobrazené embryo deliace sa zo Stadia 8-
bunkového do Stadia 16-bunkového. Pocet jadier ofarbenych s pouzitim DAPI je vSak na
obrazku mensi ako 8. Cim si autorka vysvetluje uvedeny rozdiel?

V &asti ,Uvod" by mala autorka zdéraznit vyznam $tudovania mTOR signalizacie
v preimplantaénych embryach a v ¢asti ,Zaver" popisat vyznam popisanych vysledkov pre

zakladny vyskum a pre prax. Vzhladom k tomu, Ze tieto asti v praci chybaju, mohla by
autorka tieto informacie doplnit?

V Libéchove, 13.1.2023
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