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Nazev prace:

Human lymphopoiesis and its examination via single-cell analysis

X Prace je literarni redersi ve smyslu zvefejnénych pozadavkd (pravidel).
[ ] Prace obsahuje navic i vlastni vysledky.

Cile prace (predmét reserse, pracovni hypotéza...)

Cile prace jsou v zadani pomérné Siroce definované: , The topics are human
lymphopoiesis and examination thereof via methods of single-cell analysis.
Processes within lymphopoiesis will be discussed with focus on fate decisions.
Moreover, single-cell techniques (chiefly flow and mass cytometry) will be descibed
as well as algorithmic approaches to analysing and interpreting complex datasets.
Finally, lymphopoiesis for B-cells will be explored to a greater extent, with some
discussion of abnormalities.“

Autor v Uvodu prace omezil zadani na vyuziti multiparametrické cytometrie pro
studium lidské B lymfopoézy.

Struktura (€lenéni) prace:

Bakalarské prace obsahuje 32 stran textu s deviti obrazky. Autor cituje 126 citaci

z oblasti cytometrie, nesupervizované analyzy dat a lymfopoézy s medianem
publikaéniho data z roku 2002. Tyto tfi hlavni oblasti zajmu jsou v textu minimalné
propojené — pouze v ramci dvou centralnich citaci (Bendall et al. 2014, Bagwell et al.
2015).

V Uvodu zagina autor popisem tfidéni bunék a historie této technologie, ale
nasledné se k tomu v praci jiz nevraci. Stejné tak jsou i nahodné zminéné techniky
znaceni od DNA po proteiny. Nékteré moderni technologie (vyvoj znacek a
vazebnych latek — v€etné oligonukleotid(), které souvisi s multiparametrickou
cytometrickou analyzou, zminéné nejsou.

Obdobné tomu je tak i u dalSich podkapitol — autor nastini néjaké téma a cituje starsi
prace, aby nasledné tuto oblast opustil. Informace takto sdélené ¢asto nejsou
relevantni dle nasich dnesnich znalosti. Pfikladem jsou velmi Siroce pojednané
kapitoly 3.2, 3.3 a 3.4., které se vénuji vétSinou intracelularnim déjim s velmi malym
pfesahem do cytometrické analyzy. Pomérné hodné se vénuje mySim modelim,
které nebyly pfedmétem zadani, ani je nasledné nesrovnava s lymfopoézou lidskych
B bunék.

Logicka struktura v praci chybi. Zavér je toho pfikladem — obsahuje pouze obecna
tvrzeni, ktera nejsou propojena s konkrétnim zjisténim vlastniho pfedmétu studia — B
lymfopoézy.

Zkratky jsou nevhodné umisténé az na konci vlastniho textu.
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Jsou pouzité literarni zdroje dostate€né a jsou v praci spravné citovany?
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroju?

Mnoho z citaci, které autor zvolil jsou nahodneho charakteru, hlavné v obecném
Uvodu. Zde je vhodnéjsi pouzit pfehledovych ¢lankl a popsat relevantni oblast ze
Sirokého pohledu.

Hlavnim nedostatkem je ovSem slaba prace autora pfi popisu aktualniho stavu v této
oblast, ktera se rozviji naprosto uzasnym tempem. Kazdy mésic se zde pocita!

Z celkovych 126 citaci cituje autor pouze 15 ¢lankd, které byly publikované

v poslednich 5 letech! Z roku 2018 dokonce nema v praci zadnou citaci!!!

V dusledku toho trpi prace vétSinou nedostatku, které zmiriuji ve svém posudku.

Pfehledové Clanky nejsou sekundarni citace — tyto jsou zakazané.

Mnoho referenci je Spatné citovanych — odhadem 30%. Autor si kone¢nou podobu
nezkontroloval.

Pokud prace obsahuje (nadstandardné) i viastni vysledky, jsou tyto vysledky
adekvatnim zpusobem ziskany, zhodnoceny a diskutovany?

Neobsahuje.

Formalni uroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova
uroven):

Hlavnim nedostatkem textu vidim v nekoherentnim a nenavazujicim textu.
Nesrozumitelnosti textu pro nezasvéceného ¢tenare je zplsobena nedostatecnou
definici pojm, které zde €asto chybi. Pojem se objevi pouze jednou v textu a ¢tenar
tak nevi, co tim autor mysli. Napfiklad: ,downsampling, probability state modelling”,
a podobné.

Autor nepouziva genové nazvy, ale starsi alternativni nazvy. To je zpusobeno pravé
pouzitim starych citaci. To je vazny nedostatek. Napfiklad viibec nevim zda ,E12 a
E47 transkripCni faktory alternativné sestfizené z genu E2A"jsou z adenoviru nebo
lidského TCF3 (str. 21). Pfipadné zda EBF je EBF1, EBF2, EBF3 nebo EBF4
(tamtéz). Geny se piSou kurzivou a lidské geny i proteiny velkymi pismeny.

Volba obrazka:

Hned Obr. 1 neni Stastné zvoleny, protoze ve 2D zobrazeni popisuje 3D situaci a
jsou zde i faktické chyby. Zde konkrétné 3 — ze 2 laserl vychazi 5 detek&nich
paprsku, Pfitom SSC paprsek je znazornén jako unikatni a FSC signal je v jednom
laserovy paprsek zastaveny plné, zatimco u druhého prochazi stoprocentné.
Takovou geometrii optiky neznam u zadného cytometru, respektive rozhodné neni
obecna.

Jazykova uroven:

Autor pouziva nepfesnou terminologii a vypomaha si vlastnimi souslovimi. To je o to
vice napadné v angli¢tiné, kde jsou tyto terminy dlouhodobé zavedené. Pravé proto
neni jednoduché textu porozumét. Pfiklady ze zaCatku prace:

» The coaxial flow of the analyte and sheath fluid (i.e. the flow along a ommon axis)
aligns the particles in a single file*. spravné: laminar flow, hydrodynamic focusing
,Based on mass spectrometry, it would reap the benefits of using plasma for

high throughput and prove itself useful for various analyses.
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Preklepy nejsou pfili§ Casté, vétSinovym nedostatkem je praveé slovosled a
vybér vhodnych anglickych souslovi. Text Casto pfipomina automaticky
pfeklad. Autor asto pouziva odbornych termin v nevhodnych
souvislostech, napfiklad:

»In contrast with classical flow cytometry, mass cytometry uses elemental
metal tags to detect distinct cellular markers, providing a narrower
bandwidth of emission.“ U hmotnostni cytometrie nedetegujeme emisi, ale
hmotnost.

Neporozumél jsem pouziti kurzivy v textu — pfijde mi nahodné —
fluorochromy, bunky, technické terminy.

Splnéni cilli prace a celkové hodnoceni:

Cile prace byly splnéné pouze CasteCné. Autor se vénoval velice obecnému uvodu
do cytometrie, detailné popsal nékteré z vypocetnich postupl, ovsem nepodal jejich
celkovy pfehled, ani srovnani. Lidska B lymfopoéza je popsana na zakladé starSich
citaci a nasledné byly citované pouze 2 primarni prace z roku 2014 a 2015, které
pouzivaji multiparametrické postupy ziskani a analyzy dat. Pravé zde chybi srovnani
hmotnostni a klasické fluorescenéni pratokové cytometrie pro moderni analyzu
vyvoje B bunék.

To je z pohledu oponenta velice malo. Pfikladem je uvod k LYGD, ktery dale jiz nebyl
zminény, ani pouzity v citovanych publikacich.

Na druhé strané se autor hodné vénoval obecnym a nepfili§ souvisejicim detaillim o
historii cytometrie, vyvoji fluorescencnich prob, VDJ rekombinaci.

Praci jsem zkontroloval v systému Turnitin a nevykazuje Zzadné znamky plagiatu.

Faktické chyby — pouze pfiklady, v praci jich je mnoho:

Str.8: , The biotinylated antibody acquires high affnity for avidin, a tetrameric protein
which forms stable covalent bonds with biotin.“ Tato interakce je nekovalentni, ale o
vysoké afinité.

Str. 26: ,The repertoire of immunoglobulin isotypes expands tremendously during
classswitch recombination later on.“ Pfesmyk konstatnich fetézcl nesouvisi

s repertoarem. To je zaleZitost diverzifikace variabilnich domén.

Otazky a pripominky oponenta:

1/ Proc€ si autor vybral pravé pouze dva pfistupy, které se dnes pro redukci
dimensionality pouzivaji? Jaké jsou jejich vyhody/nevyhody vuci ostatnim?

Jadrem prace je popis nesupervizovanych klastrovacich technik. Nékteré autor
zminuje, jiné ne. Vybér neni zdlvodnény. Zde mi schazely soucasné citace
pfehlednych ¢lankd, napfiklad:

* Kimball, A. K. et al. A Beginner’s Guide to Analyzing and Visualizing Mass
Cytometry Data. J. Immunol. 200, 3—-22 (2018).

* Saeys, Y., Van Gassen, S. & Lambrecht, B. N. Computational flow cytometry:
helping to make sense of high-dimensional immunology data. Nat. Rev.
Immunol. 16, 449-462 (2016).

* Mair, F. et al. The end of gating? An introduction to automated analysis of
high dimensional cytometry data. Eur. J. Immunol. 46, 34—43 (2016).

* Newell, E. W. & Cheng, Y. Mass cytometry: blessed with the curse of
dimensionality. Nat. Immunol. 17, 890-895 (2016).

Bylo by vhodné zminit i praktické aplikace u jednotlivych algoritma, napfiklad
CyteGuide u HSNE a Cytosplore u A-SNE algoritm.
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Otazka: Jak se lisi jednotlivé SNE techniky a co znamena ,t-distribution” u t-SNE,
respektive ,representative ‘landmark’ cells” u HSNE analyzy?

2/ V kratkeé klicoveé kapitole 3.7 Revealing a developmental trajectory, zminujete
pouze 2 prace z roku 2014 (Bendall et al. — Vanderlust algoritmus — citovana
340-krat) a z roku 2015 (Bagwell et al. — PSM algoritmus —Gemstone algoritmus —
citovana 9-krat).

Otazka: Muzete prosim rozvést, co se od této doby na poli B lymfopoézy
publikovalo a jaké je z dneSniho pohledu srovnani vysledku téchto citovanych
studii? Jaka data pouzival Bagwelllv tym a jak se li§i panely protilatek, které oba
tymy pouzily? Jaky vliv to ma na analyzu?

3/ Otazka: Existuje evidence o zasadnim posunu v chapani normalni B lymfopoézy
na zakladé multiparametrickych dat tak, jako tomu bylo u NK bunék? Viz publikace
skupin Petera Parhama a Catherine A. Blish:

Horowitz: Science Translational Medicine 5, 208ra145 (2013),

Strauss-Albee: Science Translational Medicine 7, 297ra115 (2015)

4/ ,Cell fate decision” je jednim z cill prace. Autor zde viibec nezmiriuje proces
selekce v kostni dfeni.
Otazka: Je u B bunék funkéni téz pozitivni selekce jako u T bunék?

5/ Autor tvrdi, Ze alelicka exkluze je velice efektivni proces an prikladu téZkého
fetézce: ,Allelic exclusion ensures a single clonotype of antibodies produced per B-
cell. Bar- reto and Cumano (2000) found, using FACS with multiple anti-lgM and
other stains, that only about 1 in 10 000 murine splenic B-cells showed dual IgH
expression.” Jak je tomu u lehkych fetézc(? Ve dvou citacich (z let 1995, 2006) dale
zminujete detekci dualniho BCR v jednom klonu B bunék.

Otazka: Kolik procent B bunék exprimuje dva BCR o rliznych specifitach béhem
normalni lymfopoézy?

6/ Nepochopeni terminu ,sekundarni citace” se u bakalarskych praci objevuje velice
Casto.

Otazka: Prosim autora o sdéleni odkud Cerpal informaci, Ze sekundarni citace je
pfehledovy Clanek.

Navrh hodnoceni Skolitele nebo oponenta (bude zvefejnén)
[ ] vyborné [ ] velmi dobfe [X] dobfe [ ] nevyhovél(a)

Podpis Skolitele/oponenta: _ p
N




