Oponentsky posudek diplomové prace Martina Kovare (2017)

Nazev prace: Krvetvorba u mihule motské

Magisterska prace Bc. Martina Kovaie se zabyva objasnénim nékterych aspekti vyvoje a mechanismi
regulace erytro-myeloidni diferenciace obratlovci. K dosazeni tohoto cile pouziva jako modelovy

organismus, jednoho z vyvojové nejstarSich zijicich obratlovcli, mihuli motskou (Petromyzon

marinus).

Hodnoceni vysledkii z hlediska tviiréiho prinosu

Cilem prace bylo popsat systétm hematopoézy mihuli, identifikace homologli znamych
hematopoetickych genti vysSich obratlovcil a ovefit vztah mezi erytroidni a trombocytérni linie. Prace
byla zaméfend na doposud ne pifili§ probadané aspekty molekuldrnich mechanismii vyvoje
hematopoézy obratlovcli zamérené na diferenciaci erytroidni a trombocytarni linie. Vysledkli bylo
dosazeno vyuzitim rozsahlého spektra metod, které byly vyhodnoceny s pouzitim statistickych a
bioinformatickych néstroji. Kromé nepopiratelného védeckého piinosu je kladem disertacni prace i
vyuziti fady modernich metod molekularni biologie a bioinformatiky a ditkladné zpracovani ziskanych

vysledkda.

Formalni kvalita predloZené diplomové prace a hodnoceni jednotlivych ¢asti
Diplomova prace ma 73 stran v¢etné piiloh. Je psana Cesky a tvoti ji vSechny nalezité kapitoly. Praci

nelze po formalni ani jazykové strance nic zavazného vytknout.

Uvod a pFehled literatury

Jsou pfiméfené rozsahem a jsou dikazem toho, Ze autor je s problematikou dobfe seznamen. V tvodu
je jasné definovana hypotéza, ze které nasledné vychazi cile prace. Piehled literatury ucelené shrnuje
dosavadni poznatky v oblasti vyvoje hematopoézy u obratlovcl. Prezentuje soucasné hypotézy
diferenciace kmenovych bunék a progenitord do jednotlivych hematopoetickych linii u vyssich
obratlovct. Identifikuje zakladni faktory, které se podili na diferenciaci kmenovych a progenitorovych
bune€k jednotlivych hematopoetickych linii a zarovenn slouzi jako liniové specifické markery.
Neopomiji také moznou plasticitu hematopoetickych progenitor v riznych stadiich diferenciace. Na
zaveér shrnuje zmény, ke kterym doSlo v pribehu evoluce na urovni krvetvorby a diferenciace bunck
erytroidni a trombocytarni linie ze spolecného progenitoru. Tyto ¢asti vhodné dopliuji schémata a

obrazky, které usnadiiuji orientaci v popisované problematice.

Cile prace

Cil diplomové prace je formulovan jasné a ve trech dil¢ich bodech.



Materidal a metody

Metody experimentil jsou popsany srozumitelné, v logickém sledu a s prehledem, ktery svéd¢i o tom,
ze Martin Kovar dosahl pfiméfeného stupne laboratornich dovednosti. Je zde jasn€ popsany zptisob
ziskavani vzorki, vektory, media, primery, pufry a dal§i pouzivané chemikalie. Autor detailné
popisuje Sirokou Skalu metod (napf. izolace RNA a DNA, reverzni transkripce, PCR, piipravu a
transformaci kompetentnich bakterialnich bunék, ligaci DNA do vektorti, in vitro transkripci,
pritokovou cytometrii, imunohistochemické barveni, in situ hybridizaci, bioinformatické analyzy a
dalsi). Autor zasveécené popisuje i metody, které sam neprovadél, a které vyuzil k ziskani vstupnich dat

(napt. sekvenovani transkriptomu).

Vysledky

Vysledkova ¢ast prace je ¢lenéna dle metodickych ptistupd. Je prehledna a presvédciveé dokazuje, Ze
autor je schopen jasné popsat své vysledky. Na zakladé analyzy transkriptomu potencialnich
hematopoetickych tkani (ledvina, jatra a supraneurdlni télisko) a krve mihule moiské se autorovi
podafilo identifikovat mista exprese markerti jednotlivych hematopoetickych linii a jejich sekvencni
homologii s ortolognimi geny ostatnich obratlovct. Dle ocekavani homology nékterych znamych
hematopoetickych genti vysSich obratloveil v transkriptomu mihule moiské nebyly identifikovany.
S cilem mapovat aktivitu klicovych genii hematopoézy v Casnych stadiich ontogeneze mihule moiské
autor adaptoval protokol in situ hybridizace pro Danio rerio a provedl pilotni analyzu. Na zaklad¢
predbéznych vysledkd a s pfihlédnutim k struktufe tkani larvalniho stadia mihule motské navrhl
zmény protokolu, které by mohly prispét ke zvysSeni specificity a senzitivity protokolu in situ
hybridizace pro tento organizmus. S cilem identifikovat jednotlivé subpopulace krevnich bun¢k byly
autorem provedeny histochemické analyzy krevniho natéru a analyzy krve pomoci prutokové
cytometrie. Tyto analyzy mohou pfispét k presnéj$§imu urceni jednotlivych populaci a tfidéni téchto
populaci za Uucelem dalsiho molekularné biologického vyzkumu mechanismi diferenciace

hematopoetickych bunék u mihule motské.

Diskuze, souhrn a seznam pouZité literatury

V diskuzi autor kriticky hodnoti ziskané¢ vysledky a konfrontuje je se soucCasnou urovni znalosti
studované problematiky. Hlavni vysledky prace jsou na zavér prehledné shrnuty. Prace je opatfena 78
citacemi. Citace jsou voleny pfiléhave, pfiméfeny je i pocet recentnich praci. Rozsah citaci odpovida

celkové vyborné kvalité prace.

Dil¢i pfipominka:
Na zavér prace se rozchazi Cislovani tabulek a obrazka s odkazy v textu (tabulka 11 je oznacena
tabulka 81, obrazek 16 je oznacen obrazek 12, obr.xx je oznaCen obrazek 17). Vzhledem k tomu, Ze

zminované obrazky a tabulky jsou soucasti textu odpovidajici kapitoly a/nebo v logickém potadi tyto



drobné ,pieklepy” nesnizuji orientaci v predlozeném textu a nesnizuji celkové vysokou kvalitu

predlozené prace.

Zavér

Diplomova prace dokazuje vybornou teoretickou pfipravenost autora na poli studované problematiky.
Autor prokazala patfi¢né laboratorni dovednosti, schopnost ziskat smysluplna data, konstruktivné je
analyzovat a kriticky hodnotit. Pfinasi také piivodni vysledky, které mohou ptispét k rozsiteni znalosti
0 vyvoji a mechanismech regulace hematopoézy u obratlovcti. Doporucuji piijeti prace Bc. Martina

Kovate jako podkladu pro udéleni akademického titulu ,,Magistr.

Dopliiujici dotazy:

Molekuly mRNA nékterych hematopoetickych faktori (napf. erytropoetinu) jsou pfitomné
v nestimulovanych tkanich v malém mnoZzstvi a jsou obtizné¢ detekovatelné metodami, které
nevyuzivaji jejich specifickou amplifikaci pomoci PCR (napf. historicky RNAse protection assay).
Velky dynamicky rozsah koncentraci transkripti jednotlivych genti mize vést k prednostni
identifikaci vysoce abundantnich transkripti a transkripty s nizkou abundanci nejsou identifikovany.
Jaké je senzitivita detekce mRNA pomoci sekvenovani transkriptomu? Je mozné tuto metodu

modifikovat s cilem detekce nizkoabundantnich transkripta?

Autor se v predlozené praci analyzujici transkriptom mihule motské zaméfil zejména na identifikaci
mRNA pro receptory, intracelularni signalni molekuly a transkripéni faktory asociované s
hematopoézou. Podafilo se detekovat také homology pro cytokiny, jako jsou v praci zminované

erytropoetin a trombopoetin?

Erytropoéza je do urCité miry regulovana hypoxii. Mechanismy detekce hypoxie jsou popsané u
vysSich obratlovcii. Byly pfi analyze transkriptomu mihule identifikovany i homology genti podilejici
se na detekci hypoxie a regulaci hypoxii indukované transkripce, napt. hypoxia inducible factor (HIF),

nékteré prolyl hydroxylazy (PHD), von Hippel-Lindau (VHL) atp.?
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