Oponentsky posudek

Be. Eva Suchanovia: Studium vliva Sericinovych proteinu a jejich derivati na hmyzi a
sav¢i bunky

Ve své praci se autorka zabyvala velmi zajimavym tématem s moZnymi praktickymi
aplikacemi pro tkanové kultury. Byl sledovan vliv péti riznych koncentraci komer&niho
sericinového hydrolyzatu na proliferaci sedmi savéich bunéénych linii a jejich viabilitu po
rozmraZzeni. DosaZené vysledky bohuZel do zna¢né miry znehodnocuje fada formalnich
nedostatk.

V uvodni ¢asti prace autorka shrnula obecné poznatky o hedvabi a jeho vyuZiti az po
molekularné biologicka fakta o genech kodujicich jednotlivé komponenty hedvabi a jejich
translacnich produktech. S ohledem na téma prace je podrobnéj§i pozornost vénovéna
sericiniim, jejich vyuziti v biotechnologiich a tkafovym kulturam. Této &asti prace by podle
mého nazoru prospélo piehodnotit fazeni kapitol, zafazeni dajii do jednotlivych kapitol a
odstranéni zbyte¢nych redundanci v textu. Napf. udaj o sloZeni hedvabi a molekulovych
hmotnostech jednotlivych komponent je uveden na vod kapitoly 1.1.2.1 SloZeni hedvabi i
1.1.2.2 Komponenty hedvabi. Kapitola 1.1.4 PouzZiti hedvabi obsahuje data o sericinovych
genech, které nijak nesouvisi s vyuZitim hedvabi a nabizi se jejich zafazeni do nasledujici
kapitoly Sericiny. V kapitole tkéaniové kultury je velkd pozornost vé€novana buné&nym
kulturam z poikilotermt, i kdyZ autorka s t€émito liniemi vibec nepracovala a naopak chybi
rozdéleni na bunééné linie a primarni kultury, i kdyZ oba typy kultur autorka pouZiva pro
testovani vlivu sericinu na buné¢né déleni. Obrazky v této €asti prace nemaji popisy a neni na
n¢ odkazovano v textu.

Cile prace by si zaslouZily byt uvedeny na samostatné strance. Cile obsahuji i testovani na
hmyzich buiikéch, které neni dale zmifiovano, bylo by tedy lepsi toto vypustit.

V ¢&asti metodika je uvedeno mnoho teoretickych informaci o pouzitych bun&nych kulturach
a chemikaliich, které by bylo lépe zatadit do tvodniho literarniho pfehledu nebo zcela
vypustit. Naopak popis metodik je v nékterych piipadech zmate¢ny a netplny.

Vysledky jsou podany formou grafi s podrobnymi popisky. Z popisu grafii ani z popisu
scratch testu v kapitole Material a metodika nevyplyva, jaka data jsou zobrazena v grafech.
Prosim autorku o vysvétleni.

Diskuse znovu ob$irn¢ shrnuje vysledky autorfiny prace a do znatné miry se tak kryje
s pfedchozi kapitolou. Porovnani vysledki autorky s literaturou je nedostatené a omezuje se
prakticky pouze na jeden odstavec na konci strany 41. V celé diskusi jsou uvedeny pouze dvé
citace!

Zaver prace ve dvou vétach znovu opakuje, co autorka délala bez jakéhokoli shrnuti vysledk,
ke kterym svou praci dosla.

Krom¢ jiz zminéného mam k praci nasledujici dotazy a pfipominky:

1. Na jakém zakladé¢ byly zvoleny bunééné linie pro testovani?

2. Najakém zékladé¢ byly zvoleny koncentrace sericinu pfidavané do média?

3. V piehledu pomiicek pro préaci s tkafiovymi kulturami by bylo vhodné uvést, Ze byly
sterilni.

4. V oddilu materidl a metody neni uveden zdroj lidské kiZze pro izolaci primarnich
keratinocyt. Jak byly o3etfeny etické aspekty prace s lidskym materidlem?

5. Vpopisu izolace keratinocytd zlidské kiZe autorka na jednom mist¢ mluvi o
»inkubaci dermis®“ a ,zkumavce se smeési fibroblasti a endotelidlnich bun&k®,



izolovala tedy autorka fibroblasty i keratinocyty. Z textu metod nevyplyva, jak byly
ziskany fibroblasty pouZité k pokusim.

6. Na stran¢ 21 autorka uvadi, Ze ,,trypsin miZe na buriky pusobit pouze kratky ¢as (>60
sekund)®, 0daj v zavorce je ziejme Spatné.

7. Popis barveni bunék trypanovou modfi by mél byt uveden pii prvni zmince o tomto

barveni nebo by méla byt uvedena alespoii poznamka, na jakém misté prace je metoda

popsana.

Grafy by mély byt uvedeny s ¢eskymi popisy.

9. Bylo by vhodné doplnit statistické vyhodnoceni dat.

10. U grafu ¢&. 2 jsou uvedeny fotografie kontrolniho média s FBS, média bez FBS a média
se sericinem, u grafu ¢. 3 kontrola bez FBS pro porovnani vlivu sericinu piekvapivé
chybi.

11. V kapitole 4.2 Efekt sericinu na zamraZené buiiky jsou uvedeny piidavky sericinu
v ul. Pro¢ nejsou uvedeny podobné jako piedeslé vysledky v koncentraénich
jednotkach? Podobné by bylo lep3i pro porovnani mnoZzstvi bun€k po rozmraZeni
pouzit procenta neZ absolutni po¢ty bun€k, kromé toho vyjadfeni ,,O dva stotisice
méné.. .0 je velmi neobratné.

12. Cesky ekvivalent scratch testu je v kapitolach Materidl a metody a Diskuse uveden
rozdilng.

13. Nerozumim vyjadieni na str. 42 v kapitole Diskuse: ,,V jamkach, ve kterych je misto
FCS sericin, rostou buiiky dobfe v koncentraci 0,05 %, ale rychlost déleni je
srovnatelna s negativni kontrolou. V koncentracich 0,01 % a 0,05 % je rychlost déleni
pomald.“ Rostou tedy buiiky dobie nebo pomalu?

14. Prosim o vysvétleni nesrovnalosti v kapitole 5.1 Utinek sericinu na zamraZené buiiky:
,,U linie HaCaT bylo po rozmraZeni .....nejvice bun¢k ve zkumavce, kam byl predtim
ptidan 1 ul sericinu, .....a nejméné bun€k bylo v médiu s 5 ul pfidaného sericinu,
nejméné bunék bylo ve zkumavce s 10 ul pfidaného sericinu ...«

15. Autorka n€kdy pouZiva sericinové proteiny, jindy Sericinové proteiny a nékdy sericin.

16. Prace obsahuje mnoho dal$ich jazykovych chyb, které jiZ jednotlivé neuvadim.
Zarazejici je pfedevSim pocCet chyb v interpunkci a gramatice. V praci jsem nasla
minimaln¢ tfinact chyb v psani i/y!

o0

Prace bezesporu piinesla zajimavé vysledky o vlivu sericinovych derivati na savéi buriky.
Rozsah metod i vysledki je zcela postacujici pro magisterskou praci, bohuzel autorka
nezvladla prezentaci vysledkii a vzhledem k mnoZstvi formdlnich nedostatkii doporuduji
piedloZenou magisterskou diplomovou praci k obhajob€ s hodnocenim dobie.
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V Ceskych Budgjovicich 16. 5. 2011 Jana Fleischmannova
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Studentka Bc. Eva Suchanova pfedklada k obhajobé na katedie fyziologie Zivo¢ichti PfF JU
magisterskou praci, ktera se zabyva studiem vlivu sericinovych proteini a jejich derivati na
hmyzi a sav¢i buiky. Zadani prace vychézi z publikace Terada et al., 2002, Sericin, a protein
derived from silkworms, accelerates the proliferation of several mammalian cell lines
including a hybridoma. Cytotechnology 40(1-3):3-12., ktera popisuje proliferaci savéich
bunék kultivovanych v nepiitomnosti séra, jen na zékladé pouZiti média obohaceného o latku
sericin. Sérum se ke kultivatnimu médiu pfidava ztoho divodu, Ze obsahuje fadu
makromolekul, které mohou byt pro danou bunéénou linii esencidlni ¢i semiesencialni, ale
nejsou znamy, a proto nemohou byt soulasti chemicky definovaného média. V piipadé
n&kterych aplikaci je ale nutno se pouziti séra v buné¢né kultufe vyhnout. Pak se voli
alternativni latky, napfiklad bovinni sérovy albumin, ktery je dostupny i v rekombinantni
podobé. Oviem nahrazeni séra jinym suplementem muZe vést k tomu, Ze¢ buiiky nebudou
v plné mife metabolicky aktivni a mohou nastartovat rizné patofyziologické procesy.
V soucasné dobé jsou ale jiz komer¢né dostupna ristova a udrZzovaci média umoZiiujici
bezsérovou kultivaci bun€¢k i bez naruSeni jejich fyziologického stavu. Pfedkladana
magisterska prace si klade za cil nalézt v podobé latky sericinu daldi alternativu pro
bezsérovou kultivaci bunék in vitro.

PiedloZen4 prace sestava z 53 stran textu a je ¢lenéna standardnim zptisobem (Uvod a literarni
ptehled, Cile prace, Material a metodika, Vysledky, Diskuse, Zavér, Pouzita literatura).

Uvod a literarni piehled za¢ina pékné napsanym a &tivym prehledem o historii hedvabi a
hedvabnictvi. Dobry dojem ztéto Casti vSak kazi Casto se vyskytujici chyby ve shodé&
podmétu s pfisudkem (bohuzel i v dalSich ¢astech prace). Ponékud slabsi je ¢ast 1.2 Tkariové
kultury. V ramci této Casti se autorka vénuje spousté nedtleZitych detailti (napiiklad Ze
,»zebfiCka ziska sexudlni zralost ve 3 mésicich a samice kazdy tyden vyprodukuje 100-200
vajitek®), zatimco jiné podstatné dileZit€jsi udaje chybi. Naptiklad zde neni viibec vysvétlen
rozdil mezi primarni kulturou a imortalizovanou linii, zpGsoby imortalizace, neni zminéna
mozZnost kultivace bunék ex vivo apod.

V &asti Material a metodika autorka zbyte¢né obsahle popisuje nepfili§ dileZité ¢i notoricky
znamé Udaje. Napiiklad pojednéni o latce trypsin, kterd byla pouZita pfi pasaZovani bunék, &i
popis toho, co je to PBS, zabiraji dohromady dvé tfetiny stranky a to pokladam za zbyte¢né.
Soucasné citovani wikipedie neni v tomto p¥ipadé pfili§ $tastné. Popisy historie jednotlivych
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bunéénych linii bylo moZno nahradit odkazem na pfisluSnou literaturu. Odstavec
pojednavajici o Helacyton gartleri neni moc srozumitelny. Misto vyrazu ,nelidské mnoZstvi
chromozémi“ bych doporu¢il uzZit napf. terminu ,aneuploidie®. V pifipad€¢ izolace
keratinocytti z lidské kiiZze neni uvedeno, jakym zpilisobem byla kiiZze ziskana a z jakych Casti
téla. Pro¢ je chemické sloZeni médii uvedeno v oddile ,,Sérum“ a nikoliv v &asti ,,Ristové
médium*? Popisky tabulek by mély byt uvedeny nad tabulkou, nikoliv pod ni. V Cesky
psaném textu neni vhodné uzivat pro bovinni fetdlni sérum anglickou zkratku FCS, ale
BOFES. Popisy pracovniho postupu v podob& ,,Na mikropipetu nasadime Zlutou $pic¢ku...”
(str. 26), ,,Podle zdznamové knihy v laboratofi si nalezneme, v kterém stojanu jsou v mrazaku
uloZeny buriky...“ (str. 30) nebo rozpis pomicek veetné ,kadinek na odpad“ (str. 28) do
tohoto typu praci nepatii. MoZn4, Ze jsem tento idaj pfehlédl, ale v celé praci nemohu najit
Gdaj o koncentraci séra v jednotlivych kultivaénich médiich uzivanych pfi experimentech.
Buriky se neuchovavaji v ,,mrazaku o teploté -152°C* (str. 30), nybrz v tekutém dusiku.

Kapitola Vysledky shrnuje v podobé sloupcovych grafi vysledky autor€inych pozorovani a
né&kolik mikrofotografii. Bohuzel celd kapitola sestava jen z uvedenych grafti a obrazka a
popiskil k nim a postrada jakykoliv dali doprovodny text. Vysledky podle vSeho nebyly
statisticky zpracovany, coZz pokladam za nedostatek zdvaZného razu. Z grafii neni jasné, co
oznaluji procenta na ose-y. Né&které z grafti kombinuji anglické popisky s ¢eskou legendou,
jiné jsou kompletné v angli¢ting. Troufam si tvrdit, Ze nékteré z vysledki, které autorka
komentuje jako pozorovany efekt, by vzhledem k velikosti smérodatnych odchylek nebyly po
provedeni statistické analyzy shledany jako signifikantni (napf. v grafu 3 nebo 8).

V kapitole Diskuse predstavuje téméf veskery text pouze popis vysledki, ktery mél byt
uveden v &asti Vysledky a nikoliv v Diskusi. Cela tato kapitola aZ na jeden odstavec diskusi
neni. U tohoto typu praci ma diskuse dat do vztahu vlastni vysledky studenta s existujicimi
daty v literatuie. V tomto piipadé ale v cel€ kapitole diskuse najdeme pouhé dva odkazy na
literaturu.

Seznam pouzité literatury obsahuje klasické chyby, jako nejednotnost citovani (n€kde jsou
uvedeny celé nazvy ¢lankd, jinde zkratky), zdvojeni citaci apod. Zafazeni internetovych
odkazi do seznamu literatury pod pismeno H pokladdm za nevhodné.

Na autorku bych mél nasledujici dotazy:
1. Pro¢ nebyly vysledky statisticky vyhodnoceny?

2. V nazvu i mezi cily prace je uvedeno, Ze ma byt studovan vliv sericinu na sav¢i a hmyzi
buriky. Pro¢ byly nakonec vSechny experimenty provedeny pouze na buiikach savéich?

3. Pro¢ nebyl mezi kontroly u pokusi s mraZzenim bun€k zahrnut i BSA? V tomto pfipadé
totiZ neni jasné, zda pozorovany efekt byl dan pfitomnosti sericinu jako takového nebo jen
stabilizujicim mnoZstvim proteinii v mrazicim médiu.

4. Neni mi jasné, pro¢ autorka neurfovala pomér Zivych a mrtvych buné€k ihned po
rozmraZeni materialu a namisto toho provedla inkubaci pfes vikend. Vzdyt' v tomto piipadé
byly buriky, které mraZeni nepfeZily, pferosteny rychle se délicimi Zivymi buiikami a navic
pak jesté odmyty pii trypsinizaci!
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5. Jakymi metodami by autorka zjiStovala, zda ndhrada kultivaéniho séra sericinem ma
néjaky efekt na fyziologii bun&k (napfiklad jak by se zménila genova exprese).

6. Z presentovanych vysledkd se zd4, Ze sericin nem4 potenciél nahradit sérum pii bunééné
kultivaci, ale Ze ma moZna n&jaky stabilizaéni efekt pfi mrazeni bunék. NeuvaZovala autorka
0 mozné stabilizujici aplikaci sericinu pfi mraZeni virovych suspenzi?

7. Pro¢ neni v Gvodu ani v diskusi pojedndno o moZnych jinych nahradach séra pii bundéné
kultivaci ¢i obecné o problematice bezsérovych médif a jejich suplementech? Mohla by tyto
udaje autorka kratce komentovat?

Zav€rem: Sam jsem vid€l, Ze Eva Suchanova je pracovitou studentkou. Potk4dval jsem se s ni
v laboratofi ve ve€ernich hodinach i o vikendech. O to vic mne proto mrzi, Ze vii&i predloZené
préci musim byt pon€kud kriticky. Nékteré z chyb vyse uvedenych lze snad tolerovat u praci
bakaléiskych, ale u prace magisterské je pokladam za pomé&rné vazny nedostatek. Mezi hlavni
nedostatky fadim nesplnéni vSech cilii prace, neprovedeni statistické analyzy a s tim spojenou
nespravnou interpretaci n€kterych vysledkli a zejména nepfitomnost odpovidajici diskuse
autor¢inych vysledki s zahrani¢ni literaturou.

Praci doporucuji k obhajobé, ale vzhledem k vySe uvedenym vytkdm ji navrhuji hodnotit
stupném

dobrFe.
RNDr. Daniel Ruzek, Ph.D.
V Ceskych Budgjovicich, 13. kvétna 2011
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