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POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI Bc. Veroniky Vilimkové

Predlozena diplomova prace je zaméfena na téma erytroidni diferenciace s dirazem na roli faktoru HIF-2alfa.
Tato jeho role je testovana pomoci farmakologického (specificky alostericky inhibitor) a genetického pfistupu
(ptiprava genového knock-out v bunééné linii pomoci CRISP/Cas9 technologie).

Format diplomové prace je ve shodé€ s doporuc¢enimi, obsahuje obecny tvod do problematiky, peclivé vytvoreny
seznam zkratek, popsané metodiky, ¢ast vysledkovou i shrnujici diskusi. Soucasti prace je dostate¢né mnozstvi
citaci. Prace obsahuje minimum formalnich nedostatkd typu preklepti ¢i formula¢nich nepiesnosti, format citaci
je mirn€ rtznorody, coz typicky neni chyba studenta, ale generovanim vystupti piislusného bibliografického
software.

K PRACI BYCH MEL NASLEDUJICI DOTAZY A KOMENTARE:

Teoreticky ivod

1. Nastran¢ 14 zminujete, ze varianta IPAS je exprimovana pfedev§im v Purkynovych buikadch mozecku
a epitelu rohovky. Je pro tyto dva bunééné typy/histologické lokace néco spole¢ného — napf. nutnost
lokalni inhibice angiogenese nebo néco podobného? EXistuje knock-out tohoto negativniho regulatoru
HIF1?

2. Na stran¢ 15 uvadite, ze aktivity HIF je mozné dosahnout aplikaci CoCl,, jaky by zde mohl byt
mechanismus uc¢inku?

3. Na strané 17 piSete, ze HIF ovliviiuje expresi GLUT — glukézovych transportértl ale napt. v lidském
genomu kéduje 14 gend, jedna se o obecnou upregulaci glukézovych transportérii, nebo se jedna jen o
konkrétni variantu?

4. Na zacatku str. 19 uvadite fadu vyhod enukleovanych erytrocytii. Ptaci (dinosaufi) ale maji jaderné
erytrocyty zajistujici velice efektivni oxidativni metabolismus pfi extrémnim vykonu. Jak je to mozné?

5. Dale na strané 19 piSete, ze kompaktace jadra souvisi s kondenzaci chromatinu, snizenim podilem
acetylovanych histonti, coz snizuje positivni naboj histoni a to brani vazbé zaporné nabité DNA.
Osobné tomuto molekuldrnimu scénéfi vysvétlujicimu zmenseni objemu jadra nerozumim, mohla byste
prosim vysvétlit?

6. Dale na strané 19 pisete, Ze je jadro vylouceno, pohlceno makrofagy — i proto, Ze ma jaderna membrana
jiné slozeni nez retikulocyt — napt. obsahuje ve vnéjsim listu fosfatidylserin. Mdm tomu rozumét tak,
ze jadro opusti bunku bez toho, aby bylo obaleno plazmatickou membranou?

7. Je spravné oznaceni proteinu nazvem prouzek 4.1 (strana 20)?

8. Snad se nepletu, ale ¢eské nazvy druhil se pisi malym pismenem — spravné by tedy myslim mélo byt
uvedeno danio pruhované. Mozna zde ale plati n&jaka vyjimka.

9. Na zavér teoretického tvodu se vénujete erytrocytozam. Mohou mit tato onemocnéni positivni vliv
napf. na sportovni vykon, nemohou se zde skryvat vysvétleni mimofaddné vysokych hematokritt
$pickovych sportovcl — napt. slavny ptipad finského bézce na lyzich Eero Méntyranty?
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Material a metody:

1. Ocenil bych vice informaci o pouzité buné¢né linii HEL.

Ocenil bych vice informaci o ,,compound 2.

3. Na strané 27 by myslim bylo vhodné uvést, jakym koncentracim DMSO byly bunky vystaveny pii
aplikaci C2 — ve vysledkové ¢asti se zda, Ze DMSO muze ovlivnit fyziologické parametry testovanych
bunek. Z vlastni zkuSenosti vim, ze DMSO za pomérné nizkych koncentraci mize ovliviiovat

n

diferenciaci napi. bunécné linie HL60.

Vysledky:

1. Na stran¢ 38 je relativni exprese genu pro VEGF vztaZena k ,,housekeeping genim* GUSB a RPLPO.
Pro¢ byly vybrany prave tyto geny? Neméni C2 expresi téchto gend.

2. Dale se vénujete apoptoze. Jaka je kauzalita mezi apoptdzou a testovanou proerytroidni diferenciaci?

3. 0Od strany 40 jsou uvedeny sloupcové grafy bez smérodatnych odchylek, znamena to, Ze experimenty
byly provedeny jen jednou?

4. Na strang 42 je popsan vliv inhibitoru C2 na mysi erytroidni progenitory — jak si vysvétlujete vysledek
pro 1 mikromolarni koncentraci C2?

5. Nastrané 46 popisujete vysledky nukleofekénich a lipofekcnich experimentd. Lipofekce zda se zvySuje
intenzitu ¢erveného signalu indikujiciho aktivitu CRISPR/Cas9 systému, nukleofekce pak expresi GFP
kodovaného vektorem. Nebo je vysvétleni jiné. Na obrazcich mozna diky rozliSeni nevidim dvakrat
positivni buiiky. Chybi mi negativni kontrola pro nastaveni gatovani.

Diskuse:

1. Nastran¢ 53 a 54 konstatujete, ze jste svymi vysledky potvrdili dilezitou roli HIF2alfa v erytropoéze.
Myslite si, ze na zakladé svych vysledkti muzete dospét k takto jednozna¢nému a silnému tvrzeni?

Pies celou fadu piipominek bych chtél konstatovat, Ze piedloZena diplomova prace splituje naroky kladené na
diplomové prace na Piirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy a doporucuji ji k obhajobé. Jsem zvédav, jak se
uchazeCka o magistersky titul popasuje s dotazy, vysledné hodnoceni se bude odvijet od kvality obhajoby.
V tuto chvili doporuéuji hodnoceni velmi dobfe.

v Praze 25.1.2018 prof. RNDr. Jan Cerny, Ph.D.
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