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Simona Mikula Mrstdkova predlozila dizertacni praci, kterd je podlozena dvéma publikacemi. Prvni prace, u
které je Simona prvnim autorem, byla zvefejnéna v ¢asopise Frontiers in Cell and Developmental Biology

v roce 2024. Druh@, spoluautorskd, byla publikovana v ¢asopise Development Genes and Evolution v roce
2018. Déle dizerta¢ni prace zahrnuje jesté nepublikované vysledky popisujici identifikaci enhanceru IrisE,
ktery je vysoce evolu¢né konzervovany od Zraloki po savce. Simona se v této ¢asti projektu podilela na
analyze meizdruhové tkanové specifity enhanceru IrisE v medace a v zebriéce véetné generovani
transgennich rybich linii. Celkové je dizertaéni prace zna¢né rozsahla (139 stran) a poskytuje fundovanou
obhajobu rybiho modelu Medaka (Oryzias latipes) v evoluéni vyvojové biologii. Prace je psand ¢tivym a
srozumitelnym anglickym jazykem, literarni Gvod do problematiky je podrobny a dobfe zpracovany. Déle

prace obsahuje vSechny pozadované ¢asti jak cile préace, vysledky, diskuse k jednotlivym projektim a zavér.

JelikoZ zt&Zejni Casti dizertacni prace je prvoautorsky ¢lanek publikovany v Frontiers Cell Dev. Biol., zamé&iim
se prevazné na tyto vysledky. Simona vytvofila mutantni linie paralogli genu Pax6.1, Pax6.2 a Pax6.3

v medace a analyzovala fenotypové zmény se zaméfenim na vyvoj oka. Ukazalo se, Ze knockout mutace v
Pax6.1 méla za nasledek naruseni vyvoje ¢ocky, kdezto mutace v Pax6.2 a Pax6.3 nemély vliv. U Pax6.2 je
tento vysledek ocekavany, protoze Pax6.2 u medaky ztratil dileZitou Paired doménu. Piestoze Pax6.3 je
sekven¢né velmi podobny Pax6.1 a je také v oku ¢aste¢né exprimovany, jeho delece nehraje roli a dokonce
se fenotyp dvojitych knockoutti Pax6.1 a Pax6.3 nelii od fenotypu samostatného mutantu Pax6.1. Déle je
zajimavé, ze pocateéni formovani retiny nebylo naruseno ani u Pax6.1 mutantd, teprve v pozdégjsich stadiich
se projevily rozdily napiiklad v ganglionové vrstvé. To ukazuje na rozdilné mechanismy regulace vyvoje
napiiklad ve srovnani s mysi. Dizertace obsahuje velké mnoZstvi experimenti, které jsou shrnuty v 61
obrézcich, coz je nebyvalé mnozstvi. PfestoZe kvalita a design experiment, i prezentace obrézkd, jsou na
vysoké Urovni a zaroveii rozdily ve funkci genii Pax6 u medaky, zebficky a mysi jsou evidentni, je
problematika malo diskutovand, v mnoha piipadech viibec. Sekce diskuze vpodstaté jen znovu shrnuje

souc¢asné poznani, opakuje literarni piehled a opakuje vysledky dizertaéni prace. Navic diskuse k ¢asti Pax6



obsahuje vysledky v&etné obréazkii 50 a 51 popisujici analyzu enhanceru EE v medace. Tato ¢ast podle mého

nézoru patii do vysledkoveé ¢asti. A jesté mald pozndmka. Obrazek 48 ukazuje analyzu bunéénych markert

retiny v dvojitém mutantu Pax6.1/6.3, ale kontrolni vzorky WT chybi.

JelikoZz diskuse je v dizerta¢ni préaci zna¢né ochuzend, rdd bych ji obohatil naslednymi otazkami béhem

obhajoby.

1.

Popisujete expresi genti Pax6.1, Pax6.2 a Pax6.3 v oku medaky v riznych stadiich vyvoje pomoci ISH.
JelikoZ jsou si tyto geny sekvencné podobné, jak jste zajistili specifitu navrzenych RNA sond, abyste
piedesli pfipadné kiizoveé reakci, jinymi slovy, Ze napi. sonda Pax6.1 detekuje jen Pax6.1 a ne dalsi
transkripty?

Jak si vysvétlujete, ze Pax6.3 neni schopen kompenzovat ztratu Pax6.1 v oku medaky?

Pro¢ je funkce Pax6 rozdilna u medaky, zebfi¢ky a mysi? Zpochybriuji vase vysledky obecné piijimany
pohled na Pax6 jako , eye master gene‘ ? Mate piedstavu, ktery gen mtze mit v retiné medaky
podobnou funkci jako Pax6?

Enhancer SIMO u medaky neni a vase analyza funkce enhanceru EE pomoci jeho vyfazeni ukazuje, Ze
EE je nadbyte¢ny, ¢i moznd hraje jen roli shadow enhanceru u medaky. Méate ptfedstavu, ktery
enhancer fidi expresi Pax6.1 v oku medaky? A fidi opravdu enhancer EE expresi Pax6.1?

Otéazka k enhanceru Irisk, ktery kontroluje expresi Pax6 v duhovce. Duhovka vznika jen z ¢asti retiny,
t.j. z RPE a CMZ, a také z periokularniho mezenchymu. Uvadite, Ze IrisE je sekven¢éné konzervovany
od zraloka po savce. VaSe reportérové experimenty s enhancery IrisE z mysi, zraloka, Danio ¢i
kostlina ukazuiji, Ze IrisE Fidi expresi v celé reting, spi§ dokonce v jeji vnitini ¢asti, nez v RPE a CMZ.
Jedna se tedy o obecny enhancer retiny nebo Ize opravdu mluvit o duhovce? Déle je zajimavé, ze

delece IrisE v zebfi¢ce nehraje roli ve vyvoji celé retiny. Narazili jste tedy na dal$i shadow enhancer?

| pfes uvedené pozndmky lze konstatovat, ze dizertaéni prace je kvalitni a spliiuje kritéria pro udéleni titulu

PhD. Doporuduji k pfijeti.

V Praze, 8.ledna 2025 Ondiej Machon
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