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Souhrn

Predkladand diplomové prace studuje vliv antropogennich polutantli Zivotniho prostfedi na
reprodukéni zdravi ¢lovéka. Autorka svlj vyzkum zaméfila na latku triclosan, u které existuje
pfedpoklad, Ze by mohla mit Skodlivy vliv na lidské zdravi. Triclosan je vyuZivan
v kosmetickych a desinfekénich prostiedcich a bylo prokazéano, Ze je v lidském téle pfitomen.
Tato latka je klasifikovan jako endokrinni disruptor a piedkladana prace predpoklada, ze jeho
pfitomnost v téle savci ma vliv na kvalitu jejich gamet. Na modelu prasecich oocytl autorka
sleduje vliv tfi vybranych koncentraci latky triclosan a dale vliv kombinace triclosanu s
bisphenolem S na vybrané markery meiotického zrani. Dosazené vysledky poukazuji na mozny
vliv triclosanu na organizaci meiotického vieténka, naopak vliv triclosanu na epigenetické
markery a pocet a kvalitu mitochondrii prokazan nebyl.

Formalni trovei prace

Prace splituje pozadavky na formalni Groven DP. Text je kvalitni, psany ¢tivou formou. V praci
se vyskytuje minimum pieklepti. Stejné tak obrazova ¢ast dosahuje pozadované urovné,
nechybi legendy a odkazy v textu. Seznam literatury je obsdhly a citovana literatura je
relevantni k danému tématu.

Hodnoceni jednotlivych kapitol diplomové prace

Literarni prehled

Literarni ptfehled je velmi peclivé zpracovan a je relevantnim tvodem do studované
problematiky, neobsahuje ovSem zadné obrazky, které by text vhodné doplnily, coz je Skoda.
Tato Cast prace je roz¢lenéna na dvé zakladni Casti, prvni se zaméfuje na popis oogeneze a
druha na pfedstaveni vybranych faktorii a markert regulace meiotického zrani. Zatimco prvni
cast velmi dobfe uvadi Ctenafe do tématu, v druhé ¢asti bych ocenila vétsi propojeni se
studovanou problematikou, zejména pak informace o tom, jaké byly pozorovany vlivy na
popisované molekuly v jinych obdobnych studiich.

Cile
Autorka si jasné stanovila cile své prace a v textu jsou formulovany struéné a srozumitelné.

Material a metody

Ackoli samotna experimentdlni prace je v kapitole popisujici metody popséna jasné a
dostatecné podrobné, klic¢ova podkapitola 6.6, kterad se zabyva analyzou obrazu by si zaslouzila
zpracovat do vétSich detailti. Jelikoz je vétSina vysledkli prace zaloZena predevSim na
hodnoceni intenzity fluorescence a jejim porovnani s primérnou hodnotou v kontrolach, méla
by metodika méfeni stejné jako design celého experimentu byt velmi podrobné€ popsan. V praci
bohuzel neni dostatecné vysvétleno, jak bylo zajiSténo, aby vzorky byly snimany vzdy za
stejnych podminek, stejné¢ jako jaké byly pouzity kontroly kvality barveni v jednotlivych
opakovanich.



Vysledky

V ramci kapitoly vysledky jsou prezentovana ziskand data a jejich statistické zhodnoceni
pomoci grafli a obrazkli. Zobrazené vysledky jsou srozumiteln€ a jasné popsany v textu. K této
kapitole mam nékolik pfipominek:

V celé praci jsou ziskana data prezentovana pomoci sloupcovych grafli, tento zptlisob je
nejméné vhodnou formou vizualizace dat tohoto typu experimentu. Vysledky méteni by mély
byt vizualizovany nejlépe pomoci grafu zobrazujiciho jednotlivé hodnoty, jejich primér a
odchylky, zarovei je ale vhodné pouzit i barevné odliSeni hodnot jednotlivych replikati viz
publikace: Lord et al. 2020 (https://doi.org/10.1083/jcb.202001064) Figure 1. Tento zpusob
vizualizace namétenych dat umozni ¢tenafi se v datech 1épe orientovat a sledovat rizné trendy,
které se v nich objevuji.

Kapitola 7.1 Vliv triclosanu na meiotické zrani prasecich oocytt in vitro - Vysledky
hodnoceni progrese meiotického zrani jsou zobrazeny v grafu 1, bylo by ptinosné kdyby
kromé& grafu autorka zafadila i reprezentativni mikroskopicka data zobrazujici
jednotliva stadia oocyti — GV, MI, MIIL. Déle je ptedpoklad, ze né&které z oocytl
v jednotlivych skupinach nejen, ze nezah4jily maturaci in vitro, ale béhem 48h inkubace
doslo dokonce k jejich degradaci. Domnivam se, Ze by do grafu bylo vhodné zahrnout
1 tuto skupinu.

Kapitola 7.2 Vliv triclosanu na utvareni cytoskeletdrnich struktur meiotického vieténka
- _Vtéto kapitole byla cituji: ,na zdklade mikroskopickych snimkii hodnocena
morfologie meiotického vieténka. Jako normalni byla vyhodnocena bipolarni vieténka
se spravné napojenymi chromozomy serazenymi v ekvatorialni roviné. Mezi nejcastéjsi
defekty vreténka patrilo snizeni hustoty tubulinovych vidken a vyrazné zmenseni
vietéenka. S mensi Cetnosti bylo pozorovano neukotvené vidkno tubulinu, chybné
napojeni chromozomu a monopolarni ¢i tripolarni uspordadani meiotického vieténka. *
Vysledky tohoto experimentu jsou opét vizualizovany pomoci grafu, oocyty jsou zde
ovSem rozfazeny pouze do dvou kategorii — normalni vs. abnormalni. Bylo by pfinosné,
kdyby autorka zatadila jesté jeden graf, ktery by ukazal rozloZeni zastoupeni pravé na
zaklad¢ popsanych typt defekti. Bylo by zajimavé vidét, zda i v zastoupeni
jednotlivych typii defektl vieténka nejsou mezi experimentalnimi skupinami rozdily.
Dale je soucasti vysledkl v této kapitole obrazek 2 — zde je u kontroly a jednotlivych
experimentalnich skupin ukd&zan reprezentativni obrazek pozorovanych defektt
meiotického vieténka, v legend¢ chybi popis o jaky z defektii se jedna. Nicméné tento
zpisob prezentace dat nepovazuji za spravny, na jakém principu byl k jednotlivym
skupindm pfifazen vyobrazeny defekt? Jednalo se o nejcetnéj$i abnormalitu v dané
skupin€? Pak by to ale znamenalo, ze rizné koncentrace triclosanu vyvoléavaji rizné
defekty... vzhledem k tomu, Ze tento jev nevi v textu zminén, predpokladam, Ze obrazky
byly vybrany ndhodné. Pokud autorka chtéla v préci vizualizovat pozorované defekty
vieténka, coz povazuji za velmi zaddouci, spravny postup by byl pouze ukézat obrazky
jednotlivych pozorovanych abnormalit popsanych v textu bez jejich pfifazeni do
jednotlivych experimentalnich skupin. Pfedpokladam totiz, ze se dané defekty daly vice
¢1 méné Casto nalézt ve vSech skupinach vcetné kontroly.

Kapitoly 7.3 — 7.5 — bylo by vhodné krom¢ grafti v téchto kapitolach ukazat i
reprezentativni obrazek, jak IF znaceni vypada.

Kapitola 7.4 Vliv triclosanu na expresi mitochondrii — zde si myslim neni Gpln¢ vhodné
mluvit o expresi, pokud text dobfe chapu autorka na zaklad¢ intenzit porovnavala pocty
mitochondrii, pak je vhodnéj$i mluvit o abundanci, exprese je vétSinou chapana jako
exprese genu.




e Kapitoly 7.6 — 7.8 hodnoti obdobnym zplisobem jako v pfedchozich kapitolach vliv
triclosanu v kombinaci s bisphenolem S, z tohoto diivodu plati pro tyto kapitoly stejné
pfipominky, které jsem jiz uvedla v pfedchozich kapitolach.

e Obr. 4 — ,Reprezentativni snimky zobrazuji intenzitu fluorescence acetyl tubulinu ve
skupinach oocytl oSetienych 2,5 nM, 250 nM, 25 M triclosanem v kombinaci s 3pM
BPS ve vSech skupinach a kontrole. Tento zptisob prezentace dat nepovazuji za Stastny.
Intenzitu fluorescence nelze jednoduse hodnotit okem z fotky, k tomu, aby snimky, byt
reprezentativni, mohly ukdazat to, co autorka zamyslela, musely by na nich kromé
obrazki byt prezentovany i jednotlivé fluorescenéni intezitni kiivky.

Diskuze

Diskuzi povazuji za velmi kvalitné napsanou. Autorka v této kapitole pfehledné diskutuje ji
prezentované vysledky v kontextu diive publikovanych informaci a zamysli se nad moznymi
mechanismy piisobeni triclosanu na studované dgje.

Hodnoceni

Autorka Be. Johana Strakova v ramci své diplomové prace Vliv triclosanu na priabéh
meiotického zrani prasecich oocytu in vitro prokazala, Ze dokaZe pracovat s odbornou
literaturou, vyhledavat v ni relevantni informace ke svému vyzkumu a drive ziskané
vysledky ostatnich skupin konfrontovat s vlastnimi vysledky. Vysledky zahrnuté v praci
dale potvrzuji, Ze si Johana osvojila principy systematické laboratorni priace a rovnéz
experimentalni metody potiebné k naplnéni cili DP a ovéreni stanovenych védeckych
hypotéz. V ramci kapitoly popisujici metody autorka prokazala, Ze je schopna si o
provedenych experimentech vést protokoly a seznamit SirSi védeckou obec s postupy své
prace, nicméné nékteré Casti kapitoly metody by si zasluhovaly vice rozvést. V kapitole
vysledkii dile prokazuje, Ze dokaZe své vysledky zpracovat a prezentovat, ackoli tuto
kapitolu povaZuji za nejslabsi ¢ast prace a domnivam se, Ze by se dala uchopit l1épe. Z vyse
uvedeného vyplyva, Ze autorka splnila vSechny poZadavky na vypracovani DP. Jako
oponentka tak praci doporucuji k obhajobé a hodnotim jako velmi dobrou.

Otazky:

V kapitole 6.6 popisujete metodiku mefeni a hodnoceni intenzity fluorescence, jakou pozitivni
a negativni kontrolu jste v experimentech vyuzivajicich méfeni intezity fluorescence vyuzila?
Byla zavedena né&jaka interni kontrola? Jaka byla variabilita hodnot intenzit fluorescence mezi
jednotlivymi opakovanimi experimentu?

V kapitole 7.2 zminujete kategorii anormalnich vietének ,,vyrazné¢ zmensené vieténko*. Na
zaklad¢ ¢eho bylo urceno, kdy uz se jedna o abnormalitu ve velikosti a kdy jeste ne a jak toto
bylo kvantifikovano? Byla velikost vieténka néjak méfena napt. pomoci segmentace ve Fiji a
nasledného vyhodnoceni plochy, nebo popiipadé meéteni délky vieténka? V metodice tato
informace chybi. Stejné tak informace o tom na zakladé ¢eho bylo kvantifikovano sniZeni
hustoty tubulinovych vlaken.

V celé praci autorka pouzivé sloupcové grafy, které nemaji dostatecnou vypovidaci hodnotu,
mohla by autorka pro ucely obhajoby pfipravit grafy ve stylu, ktery doporucuje zminéna
publikace?

V Ri¢anech dne 30.5. 2024 RNDr. Michaela Frolikova, Ph.D.



