Praha, 19.8. 2022
Posudek oponenta na diplomovou praci Bc. Markéty Hole€kové:

Poruchy kmenovych bunék v mySim modelu Diamondovy-Blackfanovy
anémie.

Diamondova-Blackfanova anémie (DBA) je vzacné vrozené onemocnéni
kostni dfené, které je charakterizovano poruchami ve vyvoji erytrocytll a byva
doprovazena Sirokou $kalou jinych defektl. Je zpusobena mutaci v nékterém
Z genu ribozomalnich proteinl, napf. v RPS19. Mechanismus vzniku patologie
této nemoci neni dosud pfesné znam. Pro lepSi porozumeéni vztahu genotypu
a fenotypu u DBA byl laboratofi diplomantky vytvofen mySi model s
homozygotni mutaci vysoce konzervovaného argininu 67 u RPS19
(Rps19RE7ARETA) " ktery vykazuje mnoho fenotypovych pfiznakd odpovidajicich
tém, kterymi trpi pacienti s DBA. V této diplomové praci se diplomantka
zaméfila na charakterizaci hematopoetickych a erytropoetickych vlastnosti
tohoto mysiho modelu.

Konkrétni cile této prace v klasickém clenéni spocCivaly v:

- popisu zmén v erytropoéze u mysiho modelu Diamondovy-Blackfanovy
anémie Rps19R67A/R67A

- zjisténi vlastnosti hematopoetickych kmenovych bunék mysiho modelu
Rps19R67A/R67A a popis zmén v hematopoetickych a progenitorovych
bunkach

- sledovani vlivu mutace v Trp53 na mysi model Rps19R67A/R67A a
popis vlastnosti mySiho modelu Rps19R67A/R67ATrp53-/-

Z mého pohledu se autorce cile podafilo splnit, beze sporu prokazala
schopnost experimentalni prace, analyzy dat, vyvozovani dusledkd z téchto
dat i schopnost jejich diskuze, tedy zasazeni dosazenych vysledk( do SirSiho
kontextu vSeho, co je v dané problematice jizZ znamo.



Nasleduji poznamky, pfipominky a dotazy k jednotlivym pasazim (u téch
tuéné vyznacéenych poprosim autorku o reakci):

1-2. Abstrakt, tvod a literarni prehled

praci by urCité lépe sluSela anglictina nez mnohdy slozity preklad
zabéhlych termind a frazi do ¢estiny, nicméné preklepu €i Sroubovanych
Ceskych formulaci je pomérné malo, takZze autorka to zvladla se cti;
v nadsazce a se VvSi uctou feCeno, pobavili mé phenotypical trades
v abstraktu — to je hudba budoucnosti, zatim ztstavame jen u ,traits“ ;)
vzhledem k naplni celé prace mohla autorka vice popsat maturaci pre-40S
v cytoplasmé (20S rRNA processing na 18S rRNA) a viibec konkrétni
roli RPS19 ve 40S biogenezi

kapitola 3.3.1. - propojeni mezi EPO-EpoR-JAK2 s GATA1 by bylo
vhodné zminit dfive nez az na strané 12; de facto by takto mél byt GATA1
uveden do problematiky hned pfi jeho 1. zmince na str. 11

jsou néjaké studie komplexné popisujici zménu translatomu u DBA
pacienti? Ocekaval bych, Zze kromé hojné zmifilovaného GATA1
,regulonu” bude translace narudena u mnoha dalSich proteinl z celé Skaly
dalSich drah a procesu...

str. 17 — zminéno snizeni BACH1 bez dalSich souvislosti

posl. odstavec na str. 17 je matouci

jaky je mechanismu uéinku L-leucinu?

pro¢ se obor zaméruje na potlaéeni DBA fenotypu pomoci vyirazeni
fce p53, kdyz to pak nasledné vede k robustni tumorogenezi... neni
to ndhodou ta povéstna, Cimrmanovska slepa uli¢ka?

na konec literarniho uvodu by se hodilo vSe stru¢né shrnout

3. Material a Metody

upfimné fe€eno jsem této pasazi nevénoval pfiliS velkou pozornost, co
jsem si ale v8iml, je nedostate¢ny popis metody gPCR, viz. nize

4. Vysledky

na uvod mam otazku zfejmé spiSe na Skolitele; pro¢ byl vybran sice
konzervovany nicméné v incidenci DBA zatim neprokazany Arg67?
Blizkost ,,hot spotu“ ani potenc. kontakty s 18S rRNA nemusi viibec
nic znamenat...

kap. 7.1. — tomuto experimentu by slusela analyza né&jaké kontrolni,
nehematopoet. tkané; jakym jinym zpusobem/technikou by Slo
popisované rozdily zdokumentovat?

Obr. 10 je velmi nepfehledny a celému experimentu spiSe ubira na
davéryhodnosti nez naopak



- kap. 7.2.2. — zména bilych krvinek u females (obr. 12) je také
nesignif.? Upfimné feceno, text v kap. 7.2.2 a 3 si ve vztahu k white
blood cells az protireci....

- kap. 7.5 — z technického hlediska je tato kapitola zdaleka nejhlife popsana
a nepomaha ani popis qPCR metody v Mat&Met ... napf. byly vysledky
normalizovany na néjaky relativnhé se neménici ,,house-keeping“
gene?; vdnedSni dobé je zpusob provedeni gPCR pomérné pfisné
stfezen — existuje néco jako MIQE Guidelines: Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments; obstala by
Vase analyza ve svétle téchto pozadavku?

5. Diskuse

- velmi mé potéSilo, Ze diskuze je skuteCné diskuzi, nikoliv jen mirné
modifikovanym prepisem vysledkd, jak to ¢asto byva, takze velké plus

- dle diskuze Jaako et al. 2011 popisuje snizeni 40S u mysi s mut. RPS19;
autorka uvadi, ze pozorovala totéz, ale jen v jatrech, nikoliv v kostni dreni
... jak tomu bylo u Jaako et al. 2011, rovnéz tkanové specif. zmény?
Lze tyto dvé studie vzajemné lIépe porovnat? Vysvétleni proC v jatrech
ano ale v kost. dfeni ne jsem ne zcela pochopil. Slo by to jesté trochu
lIépe rozvinout?

6. Seznam literatury
Seznam literatury je dle mého aktualni, citace vhodné pokryvaji celé spektrum
dané problematiky.

Zavérem tedy jen zopakuji, ze se z meého pohledu autorce vytyCené cile
podafilo splnit, beze sporu prokazala schopnost experimentalni prace, analyzy
dat, vyvozovani dusledkl z téchto dat i schopnost jejich diskuze. S potéSenim
tuto praci tedy, po jeji ustni obhajobé, doporucuji ke schvaleni.
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