Oponentsky posudek na magisterskou praci

Bc. Veronika Blahnova (2016) Ristové faktory a jiné bioaktivni latky pro indukci osteogenni
diferenciace mezenchymalnich kmenovych bunék

Magisterska prace Veroniky Blahnové je zamérena na studium vlivu riistovych faktor( a jejich
kombinaci na rist a diferenciaci mezenchymalnich kmenovych bunék. Tato préce je rozdélena do
pozadovanych &asti.

V &asti "Seznam zkratek" chybi zkratka pro HGF, kterd je v3ak v této praci hojné pouzivana (ma i
samostatnou kapitolu v avodu, dale s ni autorka pracuje v samotnych experimentech). Nicméné, tato
zkratka je vysvétlena v textu, takZe jde zfejmé o nedopatieni. V této éasti ocefiuji, Ze autorka hledala i
nachdazela Ceské ekvivalenty. Nékteré faktory, ligandy atd. je téZké pfevést do ¢eského jazyka. Aviak
pro buriky "natural killers" mame pékné oznaceni "pfirozeni zabijedi".

Uvod je rozdélen do 3 kapitol. V prvni ¢asti se zabyva charakterizaci kmenovych bunék, jejich zdroji,
interakci s imunitnim systémem, diferenciaci aj. V druhé ¢asti autorka podrobné popisuje vznik kostni
tkéné v&etné detailniho popisu signalnich drah Gcastnicich se tohoto procesu. Déle zde vysvétluje
plsobeni transkripcnich faktord a riistovych faktord. Tato kapitola je dileZita pfedeviim pro
pochopeni experiment(, které jsou v praci uvedeny. Posledni kapitola s ndzvem "Tkafové
inzenyrstvi" shrnuje vyhody a nevyhody nékterych terapeutickych pFistup.

Materidl a metody obsahuji seznam pouZitych chemikalii a pfistroj(, déle zpGsob izolace, kultivace a
pasdZovani mesenchymalnich kmenovych bunék. Tato kapitola obsahuje i pfehledné tabulky
kombinaci a koncentraci riistovych faktord a/nebo taurinu navrzenych pro experimenty. V této
kapitole jsou uvedeny i veSkeré testy a postupy, které autorka v souvislosti s vypracovani prace
provadéla.

Vysledky jsou rozdéleny na &ést zabyvajici se predevsim rlstovymi faktory (3 experimenty) a &ast
detailnéji zaméfenou na rGzné koncentrace taurinu. Autorka zde prezentuje 25 grafi, 2 tabulky a 4
obrazky. Prezentace dat je pecliva, avSak graficka stranka (pfedevsim grafu) je trochu slabéi.

Experiment Cislo 1 je velmi narony. Obsahuje 15 typt kultivaénich médii, kterym byly buriky
vystaveny. Vzhledem k rozsahu experimentu se autorka snaZila vysledky co nejvice zpfehlednit. Tato
jeji snaha se v3ak ne vidy povedla. Napfiklad pfi porovnani vysledk( v grafu 1b a tabulce 7. Podle
tabulky je signifikantni snizeni metabolické aktivity skupin 11, 12 a 14 oproti skupiné 7. Aviak toto
neodpovida signifikancim uvedenym pravé v grafu 1b. V tabulce €. 8 porovnavajici statistické
hodnoceni ALP aktivity je na konci popisku napsano, Ze se jednd o porovnani hodnot naméfenych 15.
den, zatimco v textu nad tabulkou je uvedena informace, Ze jde o0 21. den.

Experimenty Cislo 2 a 3 jiZ obsahuji nizsi mnoZstvi porovnavanych médii a celkové jsou pfehlednéjsi.

Zde se pozastavim nad vysledky PCR. V popisku grafu €. 11 je uvedeno "mnoZstvi mRNA". Vzhledem k
uvedenym skute¢nostem v kapitole Materidl a metody by bylo vhodnéjsi uvadét na ose y spise 27,
nebo "relativni exprese RunX2 vii¢i EEF-1". Navic, hodnoty 2"°° maji exponencialni charakter, a proto

by mély byt smérodatné odchylky asymetrické. Stejnou vytku mam i ke grafim ¢&. 12, 18 a 19.



Experiment &islo 4 se zamérfuje na rlizné koncentrace taurinu v kombinaci s bFGF. V kapitole 5.2.2
doslo k zaménéni obsahu DNA za aktivitu ALP: "Ve skupiné 2 byly hodnot naméfené 1. a 21. den
srovnatelné, 10. a 15. den byla aktivita ALP na nizsi Grovni... ...vyjimkou je 15. den, kdy doslo k
nartstu absorbance." (kvantifikace DNA metodou PicoGreen je zaloZena na fluorescenci). V
poslednim fadku na strané 80 zase chybi Cislo skupiny. Na strané 81 jedna véta nedava smysl: "Mezi
15. a 21. dnem metabolicka aktivita rostla ve viech skupinach kromé skupiny 5, kde klesala skupiny

2, kde zlstavala na stejné arovni."

Diskuse je pro lepsi orientaci opét rozdélena na diskusi tykajici se rlistovych faktor( a taurinu. Tato
¢ast je velmi podrobnd a naznacuje, Ze autorka umi pracovat s literaturou a vyhledavat relevantni
informace. Velmi ocenuji, Ze se autorka nezalekla vlastnich naméfenych hodnot, které byly v rozporu
s informacemi nalezenymi v literatufe. Vysledky svého méfeni nasledné vysvétluje.

Zavér shrnuje zjisténa pozorovani. Vzhledem k rozsahu jednotlivych experimentd je i tato Cast velmi
zdarila.

Zdroje. Tato ¢ast zahrnuje seznam pouZité literatury. Opét jde o rozséhly soubor (184 publikaci) a
diky tomuto rozsahu je i pravdépodobné, Ze se miZe vlioudit chybi¢ka. Nekontrolovala jsem viechny
zdroje jednotlivé, spiSe namatkou. Nalezené chyby jsou nezdvazné (napf. v citaci €. 3 chybi et al.,
citace ¢. 23 ma $patné uvedeny autory lkehara, S., Li, M.). Véfim, Ze pfi sepisovani védecké
publikace, kde se pracuje s 30 citacemi, autorka uvede seznam bez chyb.

Formalni kvalita predloZené prace
Formalné velmi dobfe provedend prace. Mam vsak jedinou vyhradu, ktera se tyka popiskd tabulek.
Popisky tabulek by mély byt umistény nad tabulkou a nikoli pod ni.

Jazyk

Bez prohfesk( proti gramatice. Jen pfileZitostné preklepy:

str 7. nadoru..

str. 14. trijodthyronin

str. 20. kalcia, kalcium (nahradila bych vyrazy ¢eskym vapnikem)
str. 39. biokompatibilitu

str. 41. mimikovat, potencovany (nahradila bych ¢eskymi vyrazy)
str. 84. osteogprogenitorovych

Podle nazoru oponentky je prace pfes drobné vytky vynikajici. Autorka prokazala, ze zvlada praci v
laboratofi na vysoké trovni. Popisované experimenty byly velice rozsahlé. | praci s literaturou
autorka prokazala systematicnost, kriticnost a logiku.

Otazky do diskuse

1. Ve viech experimentech bylo pouZito osteogenni médium jako negativni kontrola. Jak si
vysvétlujete rozdil napf. v metabolické aktivité hodnocené pomoci testu MTS? (V prvnim
experimentu doslo k poklesu metabolické aktivity v priibéhu 21 dni trvajiciho pokusu. Ve druhém
pokusu doslo ke skokovému nérlstu aktivity 10. den. Ve tfetim pokusu byla nejvy33i aktivita



naméfena 15. den. A v poslednim pokusu dochézelo k postupnému rlstu metabolické aktivity.) - viz
prilozené vyseky z grafd.
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2. Stejna otazka se tyka i odli¥ného trendu v mnoZstvi naméfené DNA ¢i depozice vdpenatych iontd.
Jak si vysvétlujete odlisné chovani bunék ve stejnych podminkach?
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3. Dale mne zajima, pro¢& autorka zvolila pro hodnoceni exprese gendl v experimentu €. 2 10. a 21.
den, zatimco v experimentu ¢. 3 hodnotila 1. a 21. den.

4. Na konci diskuse autorka zmifiuje, e stabilita ristovych faktor( v médiu se lisi (jsou stabilni v
praméru 1 den). Avdak v zévéru autorka pide, Ze optimalni kombinaci ristovych faktor( a dal3ich
molekul by bylo moZné funkcionalizovat nanovldkenné nosice, z nichz by se inkorporované latky
postupné uvolfiovaly. Md autorka pfedstavu, jakym zplsobem by tedy 3lo ristové faktory
stabilizovat, aby v nosici vydrZely ve fyziologickém mnoistvi?

Mgr. Marta Vandrovcova, Ph.D. V Praze dne 20.5.2016
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