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Oponentsky posudek na bakaldiskou praci Elisky Blahové: Charakterizace genu
Fbxw16 v mysim preimplantacnim embryondlnim vyvoji

Hlavnim cilem bakaldrské prace Elisky Blahové bylo ovéfit a rozsifit preliminarni data
ziskana kolegy z Ceského centra pro fenogenomiku, ktefi pozorovali €asnou letalitu embryi
u jejich mysi s deletovanym genem Fbxw16. VétSina prace se zabyva optimalizaci metody
pro genotypizaci mysi po specifickych kfizenich, a to pomoci extrakce DNA a ndsledné PCR.
Autorce se podafilo potvrdit embryonalni letalitu Fbxwl6 homozygotnich embryi a
pokousela se i objasnit, ve kterém stadiu embryondlniho vyvoje dochazi k jeho zpomaleni
aZz zastaveni. Z jejich preliminarnich vysledk( lze konstatovat, Ze ke zpomaleni vyvoje u
heterozygotnich embryi dochazi pozdéji nez ve 2-bunécéném stddiu, osud homozygotnich
embryi se vSak v rdmci bakalarské prace nepodafilo rozkli¢ovat.

Prace je pomérné strucné, ale prehledné napsana. V popisu metod se vyskytuji
nékteré nejasnosti, napr. :

- centrifugacni sila je udana jako 16.000 rcf, ale spravnéji by se méla udat v g. Proc?

- jaké slozeni ma AMPIGENE Taq Mix ?

- kam nasedaji primery (a jak velky produkt o¢ekdvdme, popsano az ve vysledcich)?

- zkumavky po napipetovani PCR byly zvortexovany a vloZzeny do PCR cyckleru. Nebyly po
vortexovani kratce stoceny?

Ve vysledcich na obr. 6 a 7 je nakopirovan velikostni marker, ktery ale neodpovida markeru
nanesenému na gelu, coZ je ponékud matouci. Pomohlo by alespon popsani produktd
Sipkami nebo oznaceni jejich velikosti. V metodach je popsdna pouze optimalizovana
metoda PCR, nikde se nedozvime, jaké podminky byly pouzity pro obr. 6 pred optimalizaci.
Tabulka VIl sice uvadi vycet optimalizacnich kroka, ale k nim chybi patficné fotografie gelU.
Autorka uvadi, Ze gel na obr. 6 je vysledkem nefungujici reakce, ale tim se neda vysvétlit
vznik pozitivity pro deletovanou alelu ve vSech vzorcich, zfejmé se jednalo spiSe o chybu pfi
pripravé PCR reakce. Pfi popisu obr. 10 by bylo vhodné popsat konkrétni kfizeni a ne
predpokladat, Ze si ¢tenar legendu najde v textu vyse. Interpretaci vysledk( komplikuje fakt,
Ze nékteré wt/wt samice mély problém s kvalitou embryi, coZ se nedalo predpokladat. Pro
interpretaci vysledkd by byvalo bylo vyhodné provést genotypizaci jednotlivych embryi po
kultivaci, aby se odhalila embrya s homozygotni del/del mutaci.



V ramci obhajoby bakalarské prace by autorka mohla zodpovédét nasledujici diskusni
dotazy:

1. V préci chybi informace, jak byl zkonstruovany mysi mutant pro Foxw gen. Chybi cela
kodujici oblast nebo se jednd o deleci urcitého Useku? Kam nasedaji primery pouZité pro
genotypizaci?

2. Autorcina hlavni hypotéza predpokladad, ze protein Foxw16 je dllezity pro proteosomalni
degradaci maternalnich komponent v asném embryu, zfejmé v dobé aktivace zygotické
transkripce. Exprese genu Fbxw16 je ale podle udaji nejvétsi v primarnim oocytu. Jak do
sebe tyto dva Udaje zapadaji? Jak moc je Fbxw16 exprimovan v preimplanta¢nim embryu?

3. Jaké jsou podplrné argumenty pro to, Ze Fbxw16 protein vaze SCF ubiquitinacni komplex
a Ze se Ucastni polyubiquitinace a degradace proteind? MduazZe se Uucastnit i
monoubiquitinace? O jakych dalSich biologickych rolich tohoto proteinu by se dalo
vzhledem k F-boxu a WD40 doméné spekulovat?

Celkové se jedna se o zdafilou bakaldrskou praci, kterou bez vahani doporucuji k obhajobé.

Alena Bruce Krejci



