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Diserta¢ni prace fesi problematiku dlouhodobé kultivace a diferenciace embryonalnich
kmenovych bun&k. V praci je pouzit experimentalni model mySich embryonalnich
nadorovych bung&k (EC) P19, které jsou charakteristické schopnosti sebeobnovy, stejn€ jako
dalsi modelova bun&na line mysich embryonalnich kmenovych bunék (ES), D3. Autor se
zabyva kultivaci ES a EC bunék a optimalizaci jejich neurodiferenciace. Autor prace rovnéZ
zvlada kultivaci embryoidnich télisek (EBs) a zabyval se navic transplantaci GFP znaCenych
bun&k P19 do zdravého mozelku (wt) mysi a postizeného mozecku mysSi typu Lurcher.
V té&chto experimentech bylo hodnoceno piezivani, morfologie a lokalizace transplantatu.
Dal3i &asti prace je studium vyznamu faktoru LIF, ktery piedstavuje fundamentalni faktor
k udrZeni pluripotence mySich ES bunék. V praci byl navic studovan vliv faktoru LIF,
respektive mutaci v genu kodujicim LIF na fertilitu Zen, které se 1é¢i na IVF klinikach. Vliv
specifické mutace genu pro LIF, jejiz vyznam byl publikovan i jinymi autory, byl navic v této
praci zkouman i z hlediska ispénosti 1é€by neplodnosti u Zen. Z tohoto hlediska ma prace i
velky spoleCensky vyznam.

Piedkladana disertalni prace se jevi jako velice aktualni v daném biologickém oboru,
piedevsim z hlediska jejiho praktického piinosu a rovnéz i z hlediska zvladnutych technik.
Cenné jsou predevsim experimenty objastiujici funkci faktoru LIF, ktery je kliCovy pro nidaci
blastocyst a tak jeho absence piipadné nefunkéni mutace zasadnim zpisobem ovliviiuji
fertilitu u Zen.

V tvodu je podrobné uvedena teoreticka Cast, tykajici se pluripotence a diferenciace
myS$ich embryonalnich kmenovych bun€k. Z vysledki uvedenych experimentu je patrné, Ze
autor musel zvladnout fadu biologickych technik, jako je kultivace buné¢nych linii a jejich
neuralni diferenciaci, studium bunék pomoci fluorescenniho mikroskopu, imunofluorescenci,

westernovy pienos a PCR techniku.



Podle databaze PubMed je Mgr. Zbyn€k Houdek autorem a spoluautorem praci
uveiejnénych ve &tyfech odbornych asopisech, jako je napiiklad Folia Biologica, J. Cellular
Biochemistry a Prague Med. Rep. Disertaéni prace obsahuje fadu cennych a pavodnich
poznatki. Publika¢ni aktivita autora vyhovuje pozadavku postgradualniho studia. Diserta¢ni
price prokazuje piedpoklady autora k samostatné védecké prici a k udéleni titulu
»Ph.D.“ za jménem. Prace maximalné spliiuje poZadavky obecné kladené na disertaéni prace
a doporucuji ji proto k obhajobé. Po procteni celé disertace mam k autorovi nasledujici

dotazy a pfipominky do diskuse:

1. U vSech imunofluorescenénich znaCeni (napi. obr. 4, 5, 30) postradam fluorescenéni
znaceni bunéénych jader (napt. DAPI, TO-PRO-3). Timto zpiisobem by byla celd populace
bunék v kolonii l1épe charakterizovana. Obzvlasté zasadni je to u obrazku 30, kdy z v Cervené
fluorescenci neni téméf nic poznat. Pravdépodobné i vizualizace bunék v priichozim svétle by
poskytla lepsi pfedstavu o morfologii kolonie ES a EC bunék. Je $koda, Ze fada vystupi
z fluorescenéniho mikroskopu je nezaostiena.

2. U vysledku prezentovaného na obrazku 3, by bylo vhodné doplnil imunocytochemické
znaCeni OCT3/4 proteinu i u vydiferencovanych bun€k. Pro precizni prezentaci vysledku by
jasné pomohlo fluorescenéni znaCeni bunéfnych jader nebo ukazani morfologie bun€k
v pruchozim svétle. Autor by alespoii tento experiment mohl zopakovat a zménit tak muj
celkovych pohled na prezentaci jeho dat z fluorescenéniho mikroskopu. Je jasné, Ze pokud
autor nema pfistup ke kvalitnimu konfokalnimu mikroskopu, tak vylepSeni analyzy obrazu je
obtizné, ale i klasickym fluorescenénim mikroskopem lze provadét lepsi snimani obrazu.

3. Na praci se mi zda velice cenné studium faktoru LIF z hlediska fertility Zen. Na str. 74
autor tvrdi; cituji: ,Porozuméni vyznamu LIF na molekularni Grovni by mohlo slouzit
k vytvofeni novych sméri 1é¢by neplodnosti, které by podpofily pfezivani embrya i zvySeni
potu dosaZzenych téhotenstvi“. Z tohoto divodu by mohl autor v diskusi, pii obhajobg,
objasnit nazory na uc¢inky LIF faktoru pii kultivaci lidskych embryonalnich kmenovych
bunék.

4. Autor prace by mohl detailn€ objasnit rozdily v kultivaci mysich a lidskych ES bunék
(napi. problémy béhem dlouhodobé kultivace a problematiku stability genomu).

5. Do budoucna bych autorovi prace doporucila vice se vénovat detailnimu popisu obrazki,
v této disertacni praci je legenda k obrazkim dost ¢asto velmi zjednodusSena.

V Bmé 2.3. 2012
doc. RNDr. Eva Bartova, Ph.D.
Laboratof molekularni cytologie a
B6o, ANDY. Eva BARTOVA, Ph.D. Caseade, ,
Bigfyzikain( dstav AV CR, v.v.i. Biofyzikalni istav AV CR,v.v.i. v Brné

Krdlevopolskd 135, 612 65 Brno
Geskd Republika



