Posudek oponenta diplomové prace

Jméno a pfijmeni uchazecel/ky : Ivan Leontovy¢

Nazev prace: Diferenciace kmenovych bunék na (-buriky, které produkuji insulin

A. Bodové hodnoceni jednotlivych aspekti prace (oznacte pravé jednu z moznosti)

1. Rozsah DP a jeji ¢lenéni

X

A - pfiméfené, odpovidaji charakteru DP a vyznamu jednotlivych casti

B - nevyrovnané, ¢lenéni neni logické n. rozsah jednotlivych ¢asti nekoresponduje s jejich vyznamem

C - uspokojivé, rozsah nekterych Casti nedostacuje

N - nedostate¢né

2. Odborna spravnost

woevr

X

B - velmi dobr4, s ojedinélymi drobnymi zavadami (nejasnost vykladu, chyby ve vzorcich nebo chemickych
nazvech, nedokonaly popis metod nebo vysledki)

C - uspokojiva, s Cetn€j$imi drobnymi zavadami

N - nevyhovujici, s hrubymi chybami

3. Uvedeni pouZitych literarnich a j. zdroji

X

A - bez ptipominek, vSechny prevzaté udaje s citaci zdroje, celkovy pocet citaci odpovida charakteru prace

B - uspokojivé, s obCasnymi neobratnostmi zejm. v umisténi odkazii, nebo s celkové niz§im poctem citaci

C - s vazngjsimi zavadami, napt. pievazuji "nestandardni" odkazy na uéebnice, prednasky, webové stranky,
nebo se ojedinéle vyskytuje opominuti odkazu na zdroj ptevzatych dat

N - nevyhovujici, velmi mélo citaci, ev. rysy plagiatu (Casté opomijeni odkazu na zdroj pievzatych
dat, popr. opsani velkych ¢asti textu)

4. Jazyk prace

X

wevr

B - velmi dobry, ojedinélé stylistické neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby

C - upokojivy, cetnéjsi slohové neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby, ojedinéle se vyskytuji
obtizné srozumitelné n. nejednoznacné formulace

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami

5. Formalni a graficka drovei prace

A - vyborna, bez pieklept a chyb ve formatovani

X

B - velmi dobr4, ojedinélé chyby formatu citaci, preklepy, chybé&jici zkratky apod.

C - uspokojiva, s ojedinélymi vétsimi (napt. vynechani stranky) nebo ¢etnéjsimi drobnymi chybami

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami




Piipadny slovni komentat k bodiim 1. az 5. :

AD 1. Rozsah DP a jeji ¢lenéni:

PiedloZena diplomova prace Ivana Leontovyce na téma diferenciace kmenovych bunék na [3-
bunky, které produku;ji insulin, je zamétena na sledovani schopnosti diferenciace duktalnich
bunék exokrinni tkdné pankreatu na funk¢éni B-bunky. Na zaklad¢ literarni reSerse jsou
vytipovany a testovany Ctyfi rtstové faktory, které se mohou podilet na diferenciaci
pankreatickych kmenovych bun¢k smérem k B-buikdm. Autorovi se podafilo prokazat, ze
neendokrinni ¢ast pankreatu obsahuje bunky, které jsou schopné takové diferenciace a Ze tato
diferenciace je podpotena pritomnosti ristovych faktord LIF a noggin.

Préce je €lenéna do 7 ¢asti zahrnujicich uvod, cil prace, metodiku, vysledky, diskuzi, zavér a
pouzitou literaturu. Text je doplnén o obrazovou ptilohu ve formé 9 tabulek a 13 obrazkd.
Metodicky zabér je Siroky a pokryva techniky z oblasti bunécné biologie, radio- a
imunochemie a molekuldrni biologie.

Clenéni i rozsah plné odpovida charakteru diplomové prace.

AD 2. Odborna spravnost:

Po odborné strance se jedna o velmi podafenou praci.

Uvodni ¢ast je srozumitelna a trefné shrnuje dosavadni poznani. Cil prace je jasné definovan.

V metodice jsou drobné nedostatky:

- u nékterych roztokii neni zcela jednoznaéné sloZeni (neni uvedena molarni ani hmotnostni
koncentrace obsazenych latek),

- chybi zminka o tom, jakym zpisobem byla sledovana sekrece C-peptidu u diferencovanych
bun¢k (metodika se zabyva pouze stanovenim obsahu C-peptidu v bunikach) a neni nijak
specifikovana RIA metoda, kterou bylo stanoveni provadéno.

- v protokolu RT-PCR nejsou uvedeny koncentrace pouzitych primeri a alespoil orienta¢ni
mnozstvi templatu, v programu thermocycleru neni uveden konkrétni parametr ¢asu a
teploty pro naseddni primeru

- postradam jednozna¢né zdiivodnéni, pro¢ byl stanovovan glukagon a cytokeratin-19.

Ve vysledkové ¢asti bych vytkl jen nedostatecny komentar k metodé RT-PCR. Na to, o jak obs4hlé
srovnani se jedna, je rozbor vysledki velice strohy: ,,Nejlepsi kombinaci pro diferenciaci
smerem k B-buiikam jsou riistové faktory LIF a noggin®. Navic si nejsem pln¢ jist, zda
prezentovany zdznam na elektroforeogramu takto jednozna¢né zhodnoceni dovoluje.

Vysledkova ¢ast je jinak az na vyjimky kompaktni a spolu s dobfe argumentovanou diskuzi vede
k jasnému zavéru.

V textu lze misty narazit na drobné nepfesnosti, které¢ vSak povazuji spise za stylistické chyby, napf:

- “PDX-1 je jaderny protein o velikosti 282 aminokyselin. Protein PDX-1 se vyskytuje ve
velikostech 31 a 45 kDa.

-, Vznikly roztok byl enzymoveé stépen pii 37°C po dobu 20-30 minut ve vodni lazni*

- ,,Stanoveni obsahu C-peptidu v bunkach po statickych inkubacich potvrdilo zvysenou pritomnost
tohoto proteinu. *

-, Stridala se faze denaturace s navazanim nukleotidii (annealing)...

AD 3. Uvedeni pouZitych literarnich a j. zdroji:

Prace obsahuje 36 citaci, pfi¢emz v 35 ptipadech se jednd o pfimé reference na publikace v
odbornych €asopisech a v jednom ptipadé€ o knihu pojednavajici o zdkladech diabetologie.
Neni pouzita ani jedna nepiima citace prejata z jin¢ho zdroje. Reference jsou v textu pouzivany
uvazlive, a to jak v uvodni ¢asti, tak v sekei diskuze. VSechny citované prace souviseji s
tématem a jsou vhodn¢ vybrany.



AD 4. Jazyk prace:
chyb. Pouze misty se stdva ¢teni obtizné, coz je dano opakovanou reedici odstavel a odpovida
to béznému standardu diplomovych praci. V jedné ¢i dvou kapitolach dochazi k redundancim,
kdy se autor po né€kolika odstavcich vraci se sdélenim jiz diive zminénym.

V piedlozené praci je nejednotny pravopis pouzivani s/z (napft.: insulin, glukosa, fibrosa, apoptosa,
atd... versus homeostaza, plazmaticka membrana, diskuze, atd...). Nejednotné je také znaceni
nuklearnich transkripcnich faktorti. Vétsinou jsou zde zkratky uvadény konsenzudlné s velkym
pismenem na zacatku (NeuroD, Ngn3, MafA), mnohdy vSak lze narazit na kombinaci se
zkratkami psanymi malym pismem (neuroD, ngn3, mafa), napt. v Obr. 1.

AD 5. Formalni a graficka trovei prace

Formadlni a graficka uroven préace je velmi dobrd. Ojedinéle se vyskytuji zanedbatelné chyby ve
formatu citaci (obCas chybi ¢arka oddé€lujici Cislo periodika od Cisla stranek). V textu se ¢as od
Casu objevuji zkratky, u kterych neni v zavorce uvedené vysvétleni a zaroven nebyly
definovany na pocatku diplomové prace (napt.: HNF, HEPES, EDTA, a dalsi), obecné& se vSak
jedna o zkratky odborné vetejnosti vSeobecné znamé. Mnohé zkratky, které jsou jiZ na pocatku
definovany, jsou na druhou stranu opakované rozepisovany v textu (napt.: PBS, atd...)

Nejednotné jsou uvadény odkazy na vyrobce pfistroji a dodavatele chemikalii. V nékolika
piipadech chybi lokalizace sidla spole¢nosti, nékdy je zemé ptivodu uvadéna ve zkratce, jindy
slovné.

U obrazku €. 1 postradam legendu a neni zde jasné jaky vyznam ma pouziti zluté a bilé barvy u
oznaceni nuklearnich transkripénich faktora.

Zavérecné shrnuti:
Ptes vSechny vySe zminéné ptipominky povazuji pfedloZzenou diplomovou praci za nadstandardni a

doporucuji k dalSimu fizeni.

B. Obhajoba

Dotazy k obhajobé

1. V metodice je v pfipad¢ radio-imunologického stanoveni C-peptidu uvedeno, Ze ke statické
inkubaci v roztoku glukézy byl pouzit ekvivalent bunééné suspenze po ukoncené diferenciaci o
objemu 1ml, pficemZ neni zminka o koncentraci bun€k v dané suspenzi. Byly tyto kultury pfed
stanovenim néjak kvantifikovany?

2. Po izolaci RNA z kmenovych bunék po cilené diferenciaci byla stanovena koncentrace RNA.
Byla také kontrolovana i kvalita pouzité RNA pied aplikaci v RT-PCR?

3. Béhem kultivace a cilené diferenciace byla primarni buné¢na kultura mikroskopicky
monitorovéana pied zah4jenim kultivace a nasledné v druhém a tetim dni kultivace. U vSech
snimk je uvedeno stejné zvétseni, pri¢emz velikost samostatnych bunék v zdznamu pted kultivaci
a v pribéhu kultivace se vyrazné opticky lisi. Cim je to dano?

4. Podle udaju z literatury (Baeyens et al., 2005) ma LIF v kombinaci s EGF prokazatelny vliv na
diferenciaci ve sméru k buitkdm produkujicim inzulin u potkana. Z vysledku radio-
imunologického stanoveni C-peptidu v ptedlozené praci vSak vyplyva, Ze pomér bunék
produkujicich inzulin je v ptipad¢ kultivace za ptitomnosti LIF a EGF (obsaZzeno v kultivacnim
mediu) vyrazné€ nizsi, nez u buncék neoSetrenych LIF. Koncentrace C-peptidu je srovnatelna

s buiikami kultivovanymi v prostfedi BMP-2. Podobny stav je patrny i u exprese inzulinu a
glukagonu dokumentované na Obr. 13. Jak si tuto diskrepanci vaSich a literarnich zjisténi




Dotazy k obhajobé

vysvétlujete? Jak si vysvétlujete fakt, Ze pfidani antagonisty BMP-2, ktery sdm o sob¢ nijak
neinteraguje s LIF vede k vyraznému posunu v diferenciaci duktalnich bunék ve sméru k [3-
buiikam?

Stanovisko k opravée chyb v praci: ]
opravny listek/oprava v textu 3 / NENI (zakrouzkujte) podminkou pfijeti prace

C. Celkovy navrh

Praci doporuéuji k piijeti k dalSimu fizeni: ANO / NE
Navrhovana celkova klasifikace 4

Datum vypracovani posudku: 18.5.2010

Jméno a ptijmeni, podpis oponenta (SIS): Ondiej LukSan



