Oponentsky posudok na diplomovu pracu

Bc. Lenka Sloupova (2024). Pouziti casosbérné mikroskopie ke sledovani dynamiky
fuze déliciho vieténka v zygotach vzniklych kfizenim riznych kment mysi
Predlozena diplomova praca je zamerana na délezita problematiku optimalizacie
fluorescenénych technik pre snimanie Zivych embryi a ich vyuZitie pre tudium poruch
preimplantacného vyvoja. Autorka sledovala najma proces fuzie a dynamiky deliacich
vretienok, a to u zygot ziskanych krizenim réznych alebo rovnakych kmeriov mysi, so
zameranim na zistenie vplyvu na spravny preimplantacny vyvoj.

Hodnotenie vysledkov z hladiska tvorivého prinosu

Autorka optimalizovala pouzitie fluorescenénych préb SiR-tubulinu a SPY505-DNA

a ukazala, Ze su vhodnou alternativou k predtym pouZivanim pristupom pomocou
mikroinjekcie cCRNA. Poukazala v8ak aj na niektoré nevyhody tohto pristupu. Pomocou takto
optimalizovanej metédy ukazala, ze zygoty z réznych a rovnakych kmenov mysi sa medzi
sebou v parametroch ako je vystavba deliaceho vretienka, dizka mitézy a pod. neliSia. Praca
prezentuje vysledky na velmi dobrej urovni, predovsetkym s vyuZzitim imunofluorescencie a
mikroskopie zivych buniek. Kombinacia tychto dvoch pristupov prispela k ziskaniu cennych
originalnych vysledkov, ktoré urcite prispeju k dalSiemu rozvoju snimania zivych ranych
embryi.

Formalna kvalita predlozeného spisu
Praca ma logické Clenenie a je formalne rozdelena do 5 kapitol. Praca je bez vacsich
formalnych nedostatkov.

Jazyk

Praca ma vysoku uroven, je predlozena v ¢eskom jazyku, text obsahuje len minimum
preklepov a je celkovo zrozumitelny. Z mensSich jazykovych nedostatkov by som spomenul
pouzivanie skratiek proteinov, kde ¢asto autorka nevhodne pouziva €esky preklad skratky,
napr. ,a proteinu Ve vyvoji regulaci snizeného, exprimovaného v burikach neuralnich
prekurzord (NEDD1, Neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 1),
alebo uvadza anglicky vyznam, aj ked sa viac hodi ¢esky preklad, ako napr. ,obsahujicich
fluorescencéni protein Enhanced Green Fluorescent Protein v akrozomu®.

Hodnotenie ¢asti predkladaného spisu

a) Literarny prehfad

Tato Cast spisu ma 31 stran, je teda velmi rozsiahla vzhladom k typu kvalifikacnej prace.
Autorka sa podrobne venuje aj Castiam, ktoré s témou prace suvisia len okrajovo, napr.
meiotickej maturacii a vystavbe deliaceho vretienka v meiéze. Dalej sa venuje segregécii
chromozdmov, rozdielom medzi oplodnenim u mysi a ludi, a vznikom zygoty, ktoré su taktiez
velmi detailné, ale obsahuju velké mnoZzstvo cennych informacii. Text je doplneny 5
prevzatymi obrazkami, ktoré vyrazne prispievaju k pochopeniu signalnych drah, ¢o velmi
ocefiujem. Autorka jednoznacne preukdazala, Ze vie pracovat s primarnymi zdrojmi na
vysokej urovni. Ocenujem napr. uvadzanie, aky pristup autori pouzili pre Studium danej
signalizacie (knockout, inhibitor a jeho koncentracia a pod.).

b) Ciele prace

Tato Cast je napisana velmi stru¢ne. Autorka uvadza, aky typ experimentov bude vykonavat
a o bude analyzovat, ale neuvadza, pre€o su dané typy analyz dolezité a aky vysledok
oCakava. Uvedené informacie su uvedené az v diskusii. V tejto a ani vo vysledkovej Casti
navyse nie su uvedené ziadne hypotézy, ktoré chce autorka overit.

c) Material a metody



Praca je metodicky bohata, autorka popisuje izolaciu a kultivaciu mysich oocytov a embryi,
imunofluorescenéné znacenie, konfokalnu mikroskopiu zivych buniek a analyzu dat. Metédy
su dokumentované velmi podrobne.

d) Vysledky

Autorka prezentuje velké mnoZstvo ziskanych dat, obrazky su spracovaneé v publikacnej
kvalite. K lepSiemu pochopeniu textu by prispelo, ak by autorka uvadzala, aku otazku chce
danym experimentom zodpovedat, aka je hypotéza, a pod. Data su vacSinou spravne
Statisticky zhodnotené a prezentované. V grafoch vSak autorka zobrazuje namiesto medianu
priemer, aj ked na Statistické zhodnotenie pouzila Mann-Whitney test.

e) Diskusia

Diskusia je spracovana na velmi dobrej urovni. Autorka jednoznacne preukazala schopnost
konfrontovat’ svoje vysledky s dostupnou literaturou. Autorka tiez diskutuje urcité nevyhody
zvolenych metdd, a nutnost optimalizacie, ¢o hodnotim pozitivne.

f) Zoznam literatury
Autorka pouzila velké mnozstvo relevantnych a spravne citovanych, velka Cast je
Z poslednych 5-10 rokov, ¢o hodnotim pozitivne.

Celkové zhodnotenie

Predlozenu pracu odporu¢am k obhajobe a hodnotim ju ako velmi dobru. Literarny prehlad
a diskusia su napisane na velmi dobrej urovni. V cieloch prace a vo vysledkov &asti chyba
prezentovanie hypotéz a zdoraznenie vyznamu a vysledku jednotlivych experimentov.

Otazky do diskusie

Autorka porovnava relativnu intenzitu Mad2 u zygot CD-1 x CD-1 a BDF1 x CD-1. Z textu nie
je jasné, aku hypotézu autorka overovala a €o od tejto analyzy oCakavala. Autorka zistila, ze
intenzita signalu sa medzi zygotami signifikantne liila v jednom z troch nezavislych
experimetov (Obr. 7A-C a 8A-C). V zavere autorka uvadza, Ze intenzita signalu sa medzi
zygotami neliSi. Z textu nie je jasné, ako autorka priSla k tomuto zaveru, kedze v jednom
experimente ukazuje signifikantny rozdiel. Su skupiny na obr. 7B a 8B naozaj signifikantne
odliSné (ak ich porovname z Obr. 7A a 8A, pripadne 7C a 8C)? Nie je jasné, preCo autorka
neprezentuje iba jeden suhrny graf z troch nezavislych experimentov. Ak chcela autorka
poukazat na variabilitu dat, ¢im si tuto variabilitu vysvetfuje? Experiment a jeho zavery je
potrebné blizSie vysvetlit.

Co si autorka predstavuje pod pojmom ,mikrotubularni koule“? Vzniké tato Struktura pred
rozpadom jadrovej membrany (ako je napr. uvedené na str. 17 a 19), alebo az po?

Autorka testovala pridanie verapamilu, inhibitora efluxnych pump, spolu so SiR-tubulinom,

ako odporuca vyrobca. V diskusii uvadza jeho mozny negativny vplyv na bunky. Aky
experiment by autorka navrhla na overenie tohoto vplyvu v oocytoch, pripadne v embryach?
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