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Studentka Bc. Adéla Styblova vypracovala diplomovou préci na Katedre biologickych a biochemickych
véd FCHT UPa formou experimentalni prace. Prace je konvencné ¢lenéna na teoretickou cast,
experimentalni ¢ast, vysledky s diskuzi a zaveér.

Teoretickd &ast je sepsdna na 43 stranach. Autorka v ni vysvétluje zakladni principy pfenosu genetické
informace a postupné se dostava k popisu jednotlivych typd RNA. Tuto ¢ast povazuji za hodnotnou
vzhledem k tomu, Ze pravé oblast nekédujicich RNA prochazi velmi dynamickym vyvojem, a v této praci
jsou jednotlivé typy i role téchto RNA pékné shrnuty.

V dal$im bloku teoretické ¢asti se vyklad zaméfuje na izolaci nukleovych kyselin. Pfehled zahrnuje
nej¢astéjsi zpusoby izolace — fenol-chloroformova extrakce a extrakce na pevné fazi v€etné stale se
rozsifujicich magnetickych separaci. Prehled zahrnuje nejen popis postupl, ale i vysvétleni
mechanism0 jednotlivych metod. Vzhledem ktomu, Ze tento vyklad je nejblizsi zaméfeni
experimentdlini ¢asti, bylo by Zadouci zaméfit se detailnéji na problematiku souvisejici s adsorpci
nukleovych kyselin na pevnou fazi, nebot v praci jsou ji vénovany pouze tfi strany textu. V této &asti
autorka nespravné pouziva termin ,silikonové” tam, kde pravdépodobné v anglickych zdrojich bylo
pouZito terminu ,silica”, coZ je oznaceni oxidu kiemicitého a nikoli silikon.

Na zavér se v teoretické ¢asti vénuje rGznym zplsoblm detekce nukleovych kyselin. Zminény jsou
gelové elektroforéza, Northern blot, PCR, MikroCipy a hmotnostni spektrometrie. Opét i v této casti
bych ocenil vétsi akcentovani problematiky, ktera pak provdazi experimentalni ¢ast, tzn. gelovou
elektroforézu a detekci nukleovych kyselin po elektroforéze.

V teoretické ¢asti ocefiuji, Ze aZ na vySe uvedené vytky je vyklad srozumitelny, obsahuje velmi malo
pfeklepl a gramatickych chyb a vtextu se nevyskytuji pozlstatky krkolomnych automatickych
prekladd.

Experimentalni prace obsahuje popisy vstupnich materidld pro jednotlivé experimenty a popis
vyuzitych metod. Vysledky jsou ve spolecné kapitole s diskuzi. Popis experiment( je detailni a pouze
doporuduji jednoznacnéjsi odkazovani v kapitole Vysledky na metody vyjmenované v Experimentadlni
¢asti. Ve vysledcich jsou postupy zmifovany také a Ctendr si musi sklddat predstavu o podminkach
experimentu z informaci uvedenych ve dvou kapitolach.

V praci byly kromé izolace na casticich TiO, vyuZity zejména elektroforetickd separace na
polyakrylamidovém gelu s fluorescenéni detekci a metoda real-time PCR. Autorka ve své praci
prokazala, ze materidly sloZzené z TiO, maji potencial pro izolaci nukleovych kyselin. Velky viiv ma
usporadani izolacniho postupu a sloZeni reagencii. V pribéhu prace byly zoptimalizovany doba
inkubace ¢astic s lyzatem, lyze bunék a podminky pro vazbu miRNA na c¢astice. Vysledky ziskané
pomoci metody PCR byly ziskany s nevhodné zvolenou kalibra¢ni fadou standard( (viz doplfujici otazky




bod 4). Po téchto optimalizacnich krocich se nabizi porovnani zoptimalizované metodiky s konvenénimi
pFistupy pro izolaci miRNA na realnych vzorcich, to ale v bohuZel v prdaci chybi.

Citovano je celkem 245 zdroju, z nichZ vétSina jsou plvodni prace v anglicky psanych recenzovanych
¢asopisech. Bibliografické Gdaje jsou zpracovany obvyklou formou a svym rozsahem odpovidaji
pozadavkim na tento typ prace. Prace je napsana na 123 stranach. Vlastni text bez obsahu, anotace a
seznamu zkratek je na 83 strandch a obsahuje cca 134 tis. znaku. Prdci ilustruje 26 obrazk(, z nichz 15
bylo pfevzato z literatury a ilustruje teoretickou ¢ast, zbyvajici jsou soucasti vysledkd. V experimentalni
&asti jsou déle 2 grafy. Tfi z celkovych 12 tabulek je soucasti teoretického vykladu, zbyvajicich 9 tabulek
dokumentuje experimentdlini vysledky.

Doplnujici otazky:

1) Vycet potencidlnich biomarkert je v teoretické &asti velice rozsahly. Zejména se jednd o
biomarkery typu miRNA, které jsou vysledkém lékarského vyzkumu posledni dekddy diky
rozsifeni technologii sekvenovani nové generace. V praxi se tyto biomarkery bohuZzel
neuplatnily v §ir$i mife. Mohla byste prosim vyjmenovat obtiZe, které provazi rozsahlejsi
aplikaci tohoto typu biomarker( do praxe?

2) na str. 41 je guanidium thiokyanat oznacen jako detergent. Neni to spravna klasifikace, nebot
se jedna o chaotropni ¢inidlo. Mohla byste vysvétlit pojem chaotropni ¢inidlo a popsat jeho
roli v izolaénich procesech nukleovych kyselin?

3) Vétsina vysledkd v praci byla ziskdna pomoci elektroforetické separace na polyakrylamidovém
gelu a naslednou denzitometrickou analyzou fluorescence. V praci se vyskytuji vysledky, kdy
relativni obsah pfevysuje 100% (napf.v Tabulce 7 u 2% SDS nebo v Tabulce 8 soucet frakci bez
SDS, bez GUSCN). Jak vysvétlite tyto vysledky? Byly pred vyuZitim metody denzitometrického
stanoveni nastaveny nejistoty stanoveni?

4) Na str. 92 jsou uvedeny vysledky z kvantitativni PCR. Naméfené Ct hodnoty jsou mimo rozsah
kalibragni pfimky a kvantifikace u takto vysokych koncentraci je pak zatizena pfili§ vysokou
chybou. Z elektroforetickych separaci navic bylo zfejmé, Ze obsah miRNA v analyzovanych
frakcich bude cca v desetindch pmol/ul, ale kalibracni pfimka pro PCR md bod s nejvyssi
koncentraci o 2 Fady nizsi, nez je o¢ekavana koncentrace vzorku. MlZete prosim vysvétlit, proc
jste takto postupovala?

Prace svym rozsahem odpovidd formalnim pozadavkim kladenym na diplomovou praci. Zadéni prace
bylo splnéno a cile byly dosazeny. | pres vySe zminéné nedostatky ji

doporuéuji k obhajobé a hodnotim znamkou B.
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