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Nazev prace:

Optimalizace postupt pro kvantifikaci miRNA z tenkojehlovych bioptickych vzorka
karcinomu pankreatu.

Cile prace

Optimalizace laboratorniho postupu pro kvantifikaci miRNA u vzorku ziskanych pomoci
EUS-FNB za ucelem zptesnéni diagnostiky a odhadu prognézy karcinomu pankreatu.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 98

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napsan srozumitelné? ANO

Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v praci spravné citovany? ANO, v praci je
citovano 142 literarnich pramend, pfi¢emz vice nez pétina citovanych praci byla publikovana
b&hem poslednich tii let.

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? =~ ANO

Kolik metod bylo pouzito? Byla pouzita cela Skala metod prace s nukleovymi kyselinami
(zahrnujici riizné postupy izolace RNA a DNA, elektroforetickou analyzu, riizné varianty
PCR ¢i heteroduplexni analyzu)

Jsou metody srozumitelné popsany? NE. Ctvrta ast prace s ndzvem Material a metodika
je totiz zna¢né neptehlednd. Autorka zacind popis kazdé metody podle mého nazoru az
zbyte¢né podrobnym vyctem laboratorniho vybaveni. Moje podstatnéjsi vyhrada se tyka
samotného popisu pracovnich postupi u jednotlivych metod. Postup je psan rozvlacéné a
pusobi jako kiizenec laboratorniho deniku s firemnimi protokoly, takZe neni jasné zietelné,
co je standardni postup doporuceny vyrobcem a co je odchylka od tohoto postupu. Velmi
podrobné je popisovan pipetovany objem vSech moznych "ingredienci", avSak chybi (byt i
orienta¢ni) udaje o koncetracich nukleovych kyselin ¢i primert. Dokonce ani u agar6zové
elektroforézy neni jasné, co méla autorka na mysli 20x ziedénym TBE pufrem (jehoz
"n¢jakd" koncentrace je uvedena v popisu bez uvedeni zda jde o findlni koncentraci).
Rozhodné by u jednotlivych metod neskodil rozumny popis principu piislusSné metody
(autorka se totiz Casto omezuje na pouhé konstatovani ze napt. "Slo o pouziti odlisné teploty
a Casu'.




Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO

Je dokumentace vysledki dostacujici? ANO, ale je pomérné¢ neptehledna.
Kapitola 5 Vysledky sice zacina slibnym schématem popisujicim logiku postupu, ale v
dalsich podkapitolach se jiz objevuji:

rizné méné logické odbocky - napt. str. 60 "izolacni soupravy se li§i v elu¢nich objemech, a
tak je pii takto nizkych koncentracich zddouci ziskat, co nejvyssi objem RNA."

rizné nepfesnosti a nejasnosti - napt. str. 60 pod tabulkou 5.3. s uvedenymi koncentracemi
NK se v hlavnim textu objevi formulace: "Protoze jsem eluovala DNA do stejného objemu
40 pl u vSech RNA souprav, je vysledny celkovy vytézek v ng rovny cCtyficetindsobku
naméiené koncentrace."

neobratné formulace - napt. str. 71 "Na piikladu kvantifikace referen¢niho genu RNU6b na
Obr. 5.13 se nespecificky amplifikovala negativni kontrola reverzni transkripce. Analyzou
disocia¢ni ktivky bylo odhaleno, ze se nejednd o shodny produkt a na vysledky Ct hodnot
vzorki to tedy nemd vliv."

Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?

ANO, ale samotny popis vysledkl je ¢asto pomérné zjednoduseny a nepiesny. Napf.
na zaklad¢ vysledku elektroforézy konstatuje autorka na str. 62 "..jsem ziskala nejvyssi
vytézky NK a neptfimo amplifikaci stanovila jedny z nejvyssich koncentraci RNA o vysoké
kvalitg..."

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? NE, diskuze je asi
nejslabsi Casti prace a omezuje se hlavné na popis vlastnich vysledk.
Navyse obsahuje mnozsvi zbyte¢nych a neptehlednych formulaci jako napt. na str. 80:
"Pro nase ucely nepfichdzela v ivahu moznost rozptleni ptivodniho vzorku, a to kvili malé
velikosti a velmi velké pravdépodobnosti jiného zastoupeni nddorovych bun¢k v kazdé z
polovin vzorku. Dal$i moznosti by byla izolace DNA 1 RNA najednou z jednoho vzorku s
naslednym oSetfenim poloviny ziskanych NK DNazou (pro ziskani RNA) a druhé poloviny
RNazou (pro ziskdni DNA). Timto zplsobem bychom vSak pfisli o polovinu mnozstvi
ziskané RNA, coz by z takto malych vzorkli mohlo vést k nemoznosti dale analyzovat
miRNA"

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? Pouze minimalné, podstatna ¢ast diskuze je v
podstaté bez citaci.
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? NE

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni Grovein prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):
Formadlni a jazykova uroven prace je dobra, prace obsahuje pouze minimum pieklept a chyb.
U nékterych obrazkl by bylo potieba pouzit vyssi rozliSeni (zejména obrazky 5.11 az 5.14)




Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Autorka splnila stanovené cile prace, avSak celkové piisobi predlozena diplomova prace
Romany Cuperkové ponékud nevyvaZenym dojmem. Literarni piehled je zpracovan
peclivé a ¢tenal dostane ucelené a logicky usporadané informace. TotéZ v§ak nemohu
konstatovat o dalSich c¢astech prace. Text je daleko méné prehledny, misty autorka
popisuje priliSné detaily, avS§ak podstatnejsi idaje casto chybi. Pokladam proto za
velkou Skodu, Ze prace se zajimavym napadem a potencidlné uZasnym praktickym
dopadem utrpéla od autorky pri zpracovani textu "zbyte¢né rany pod pas".

Celkové hodnoceni:
I pi‘es vySe uvedené vyhrady je mozné doporudit diplomovou praci Romany Cuperkové
k obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

Vysvétlete tvrzeni na str. 33: Citlivost EUS-FNB je 84 %, specifita az 97 %. Nevyhodou je
pomérné nizka negativni predikéni hodnota, kterd se pohybuje okolo 50 - 60 % ...

V kap. 2.5.3 popisujete vyuziti RNU6b pro normalizaci qRT-PCR. V literarnim ptehledu
zminujete i1 dal$i kratké RNA pouzivané pro normalizaci qRT-PCR (napt. U44, miR-16).
Jaké jsou vyhody, nevyhody ¢i rizika jejich pouziti?

Na zakladé¢ ¢eho se domnivate, ze v kap. 5.2.2 je nejlepsi pouziti soupravy RT1. Sice chapu
vnitini logiku tohoto zavéru, ale popis v textu je pomérné "spartansky".

Co znamena pojem "a¢innost primert" str. 68?

Vypocet zastoupeni mutovanych bunék by si zaslouzil i né¢jaky obrazek z heteroduplexni
analyzy, aby bylo jasné, co znamena "vypocet na zdklad€ plochy hrotu" na str. 72.

str. 30 pravdépodobné chybi citace

str. 31 fadek 7 - pravdépodobné chybi citace

str. 37 nedomnivam se, Ze spravna citace pro popis fungovani proteinu Ras je disertacni
prace Dr. BeneSové (obdobné tentyz zdroj pouzity na stran¢ 38.) V téchto pripadech je nutné
pouzit primarni zdroje, nebo piinejhor§im odkaz na ucebnice, jedna-li se o obecné zndma
fakta.

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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