V Praze, 28.3.2014

Oponentsky posudek disertacni prace MUDr. Davida Rychtrmoce

»Studium regulace regenerace jater za vyuZiti metod molekuldrni genetiky‘

Pro svou disertacni praci st MUDr. David Rychtrmoc vybral velmi zajimavé a aktualni
téma jaterni regenerace, ve které se zaméfil pfedevSim na pomérné opomijenou fazi terminace
regenerace.

K identifikaci moznych regulacnich faktorii pouzil analyzu exprese pomoci DNA ¢ipt
s naslednou verifikaci vybranych genti qPCR. Zvolend metodika je pro dany ucel adekvatni,
nicméné zvlaste¢ analyza pomoci Cipli skytd celou fadu moZnych tskali a interpretace
vysledkt je vice neZ nesnadnd. Autor prokézal, Ze se v dané problematice vyborn¢ orientuje a
je si evidentné¢ védom moznych slabin zvoleného piistupu. Pouzil dostupné preanalytické i
bioinformatické néstroje k tomu, aby jeho vysledky byly vérohodné. Ziskana data proto
hodnotim jako velmi kvalitni a nemdm knim Zadnou vytku. K vlastnimu zpracovéani
disertacni prace vSak n¢kolik vyhrad mam.

Cile prace jsou nastinény jen velmi neurCité a obecné, v disertacni praci postradam
definovani pracovni hypotézy.

Metodicka ¢4st je pomérné nevyvazend. Na jednu stranu jsou zde snad az piiliS
detailni popisy nekterych postupti, na stranu druhou v praci neni napiiklad uvedena metoda,
jakou byly méfeny aktivity transamindz a uplné¢ zde chybi popis statistického zpracovani dat
(pouZzity statisticky test je zminén jen v legendach pod obrazky ve vysledkové ¢asti). Namisto
ilustracnich elektroforeogramti nukleovych kyselin, pfevzatych z cizi prace, bych zde uvital
autorova vlastni data.

Z celkem péti identifikovanych kandidatnich funkénich skupin geni, které se zdaji byt
dalezité v pozdni fazi jaterni regenerace, se autor rozhodl dile neanalyzovat skupinu
ribosomdlnich komponent. Piesto této skupiné v diskusi vénuje znacny prostor a poukazuje na
zajimava data jinych pracovnich skupin s povzdechem, Ze veskeré doposud popsané vysledky
pochézeiji jen z inicidlni fize jaterni regenerace. Uloha ribosomélnich komponent v terminaci
tak zlstava oteviend. Zde disertant mohl (a snad i mél) byt prvnim, kdo tuto otdzku vyftesi.

Podobné 1 signélni draha p53 byla ,,zavrhnuta® v okamziku, kdyZz nebylo dosazeno
shody mezi DNA ¢ipem a qPCR. To povazuji za undhlené a zv1ast€ u genu Ppm1d, u n¢hoz je

gPCR expresni profil velmi zajimavy, bych doporucil verifikaci druhym setem primera.



Celkové hodnotim vysledky ptfedloZené disertace jako velmi dobré a zejména
bioinformatickou analyzu jako nadprimérnou. Zavéry jsou prevazné popisné, nicmén¢ to lze
vzhledem ke komplexnosti zvoleného tématu ofekavat. Praci by vyrazné pomohlo, kdyby

autor alespon nastinil, jak hodla se ziskanymi daty déle naloZit.

Z poskytnutych materidlt vyplyva, Ze MUDr. Rychtrmoc je prvnim autorem pouze
jedné pvodni price. Je tak otdzkou, zdali spliiuje podminku uvedenou v opatieni dékana LF
HK ¢. 7/06-07: Doplnéni podminek pro predloZeni DDP. Pokud oborova rada povazuje tuto

piipominku za bezptedmétnou, doporucuji praci k obhajobé.

MUDr. Martin Lenicek, Ph.D.

Na autora mam nésledujici otazky:

e Jaky ptfesn¢ byl doktorandiiv podil na této praci? V zavéru je ponékud neStastna
formulace, Ze jeho osobnim piinosem bylo zprostfedkovani spolupriace se
spole¢nosti GENERI BIOTECH.

e Ctyfi kandidétn{ funkéni skupiny gent byly validovany pomoci qPCR. Pro¢ byla qPCr
verifikace provedena pouze u né¢kterych zdstupct téchto funkcnich skupin? Podle
jakych kritérii byly zastupci vybirdni?

¢ Planujete dale verifikovat dlohu identifikovanych funkénich skupin genti? Jakym
zpusobem?

e Jaké plany mdte se zbytkem identifikovanych ,zajimavych®“ genl, které nebyly
zarazeny do zadné funkcni skuiny genti?

e Testovali jste rozsah linearity pro qPCR analyzy? V jakém rozmezi se pohybovaly
ucinnosti amplifikace?

® Pro¢ byl pro pfipravu cDNA vzdy pouzit oligo dT primer? Nebylo by vhodné,

vzhledem k moZné tvorb¢ vlasenek, alesponi pfi verifikaci pouzit random hexamery?



