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Autorka se v predloZené praci zaméfila na problematiku epigenetiky gamet, ktera v souc¢asné dobé zacina byt na poli asistované
reprodukce hojné diskutovana. V klinické praxi jsme schopni na mnoha Urovnich vySetfit funkéni kvalitu spermii, nicméné
moznosti predikce plodnosti muZe jsou stale omezené. Na zakladé indicii, které v soucasné dobé mame v praxi k dispozici, byva
obtizné i doporucit konkrétnimu [éCenému paru vhodnou metodu asistované reprodukce. Pfinosem této prace je mimo jiné
i poukazani na dllezitost zahrnout do hodnoceni kvality gamet také epigenetické znaky. Téma prace proto povazuji za aktualni
a velmi vhodné zvolené.

Text prace je napsan v anglickém jazyce, srozumitelné a bez gramatickych chyb. Autorka ve své praci Cerpala z vysokého
mnozstvi vhodné zvolenych a aktudlnich citaci. Snad jako drobnou vytku k textu prace bych uvedla, Ze nékteré zkratky autorka
vysvétluje v seznamu zkratek, jiné pouze v textu. Ocekavala bych i tyto zkratky uvedené v ramci seznamu zkratek. Jako soucéast
prace autorka priklada publikace, které v pribéhu vyzkumu vznikly. V prvni z nich je autorka zaroven prvnim autorem, prace je
prozatim ve statusu ,For Peer Review Only“. Nasledujici dvé publikace jsou v soucCasné dobé jiz publikovany. Jako Ctvrté je
uvedeno velmi pékné review, jeho? je autorka opét prvnim autorem. Uvazime-li védeckou kvalitu jiz publikovanych casti
vyzkumu, neni pochyb, Ze pfedlozena prace obsahuje dllezité zavéry.

Kapitola , Introduction” ucelené shrnuje problematiku vyvoje gamet, epigenetickych modifikaci a jejich vyznamu pfi oplozeni
a vyvoji embrya. Tuto kapitolu ocenuji, protoze poskytuje souhrnny prehled znalosti o feSené problematice. V kratkosti se
‘autorka vénuje i metoddm selekce spermii, které mohou pfispét k vybéru spermie na zakladé souvislosti s epigenetickymi
zménami.

Cile prace jsou vystizné formulovény v kapitole ,,Hypothesis and Aims“ a mohu konstatovat, ze byly spInény. Zaroven je tfeba
vyzdvihnout, Ze se autorka pustila do feSeni ¢tyf pomérné odlisnych tkolt, ke kterym bylo také nutno pfistoupit s pouZitim
odlisnych metodickych ptistupd.

Z kapitoly ,Material and Methods” je zifejmé, Ze autorka ovlada opravdu Siroké spektrum vySetfovacich metod. Tato ¢ast prace
obsahuje nékolik nesrovnalosti:

e Vkapitole 3.1. autorka uvadi, Ze lidsky ejakuldt byl hodnocen v souladu s kritérii Svétové zdravotnické organizace
z roku 2010 (WHO 2010). Nasledné uvadi, Ze pro hodnoceni koncentrace a motility spermii byla pouzita Maklerova
komdrka. Komtrka o hloubce, kterou ma Maklerova komUrka vsak pro ucely vySetfeni koncentrace lidského ejakulatu
dle WHO 2010 doporucena neni, stejné tak motilitu spermii se doporucuje vySetfovat za pouziti podlozniho a kryciho
skla. Dale je v praci popsano, Ze za asthenozoospermicky byl povazovan vzorek, ktery ma méné nez 32 % progresivné
motilnich spermii. Spravné podle kritérii svétové zdravotnické organizace by vSak mély byt do této kategorie soucasné
zarazeny i ty vzorky, které maji celkovou pohyblivost nizsi nez 40 %.

Nabizi se proto dotaz na autorku: Do které kategorie byly zarazeny vzorky, které mély méné neZ 40 % motilnich
spermii?

e Vkapitole 3.2 neni zfejmé, kolik zvifat bylo pro studii pouzito, v kapitole 3.3 pak postradam informaci o poctu
opakovani odbérl u jednotlivych kancl. Tyto informace povazuji za vhodné doplnit.

e Neni zcela zfejmé, pro které experimenty byla pouzita ktera zvifata. Tato informace je uvedena v pfilozenych
publikacich, nicméné v textu samotné disertacni prace ji postraddm. Zcela pak postraddm informaci, pro které
experimenty byly pouZity ejakulaty kanct. | tyto informace by mély byt dopinény.

e 4. Vkapitolach 3.4. a 3.6. neni uvedeno, na kolika replikich bylo méfeni v priitokovém cytometru provedeno.
V kapitole neni uvedena informace o po¢tu hodnocenych oocytl. V kapitole 3.9. neni uvedeno, jakym zpGsobem byly
ejakulované a kapacitované spermie promyty pied kvantifikaci H2S-releasing enzymd.

K celkové pfehlednosti metodiky i vysledk( prace by vyznamné prispélo doplnit praci o experimentdini schéma, které by ujasnilo
pavod spermii v experimentu, polty opakovani a pocty oocytl ziskanych pro jednotlivé experimenty. Navrhuji toto schéma
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doplnit do prace formou ,vloZeného listu”, &imz by byly odstranény p¥edchozi i nasledujici pfipominky.

Vysledky prace jsou v kapitole ,Results” vidy uvedeny kratkym tvodnim teoretickym textem a jsou prezentovéany formou
prehlednych tabulek a grafi. K této kapitole mam nasledujici pfipominky.

e Zvysledkd experiment( v kapitoldch 4.2. a 4.3 neni zfejmé, ve kterych experimentech byly pouzity mysi nebo kanéi
spermie a chybi i informace o poctu vzorkd. Pfedpokladédm, Ze experimentu 4.1. byly poutity spermie &lovéka.

® Vtabulce 1. chybi informace o proménné, kterd byla hodnocena v pripadé mitochondrialni aktivity a ¢asné apoptdzy
spermii (MitoTracker/YO PRO). Déle v pfipadé progresivni motility u OA muzi je uveden median pro progresivni
motilitu 0.00 (s kvartily 0,00 - 10,00). Je tento udaj spravny?

e Vpribéhu textu za sebou nasleduji tabulky €. 1, 2, 3, 4 a nasledné a? 7. Tabulky &. 5 a 6 se v textu nevyskytuji a ani
odkaz na né neni uveden. Pfedpokladam tedy, Ze se jednd o chybu v &islovani. V textu neni odkaz na obrazek ¢&. 15,
coz je pouze detail, protoZe vysledky vztahujici se k obrazku v textu popsany jsou. Nékteré pasaze z kapitoly 4.3. se
hodi spiSe do diskuze. Kapitola 4.4 ve vysledcich nebyla jiz jednim z vytyéenych cild prace a neni zcela typickym
vysledkem prace. Jeji napln jiz byla popséna v kapitole , Introduction” a je zfejmé minéna spiie jako odkaz na &tvrtou
pfilozenou autorcinu publikaci.

Pékné je napsana kapitola ,Discussion”, kde jsou autorkou diskutovény vysledky prace a konfrontovény s poznatky zjisténymi
v literatufe. Tato kapitola obsahuje 4 stranky textu, ktery je logicky navazujici podle jednotlivych kapitol vysledk.

V posledni Casti préce (,Conclusion”) autorka vystizné a struéné ucelila nejddleZit&j$i poznatky ziskané v pribéhu
- vyzkumu, které koresponduji s vytyéenymi cili.

Dotazy do diskuze:

> Vkapitole 7.1. uvédite vycet metod, kterymi je moZzné provadét vybér spermii mimo jiné i bez epigenetickych zmén.
Do téchto metod jste nezahrnula metodu PICSI, kterd umoZfuje vybé&r spermie na zakladé schopnosti vazby
k hyaluronanu, ktery je béZnou souéasti mezibunééné hmoty kumuldrnich bunék oocytu a je tedy souéasti ,pfirozené
selekce spermie”. Myslite si, Ze do této kategorie nepatfi? Jaky je Va3 ndzor?

> Jednim z mnou velmi oceriovanych zavér( Vasi prace je oznaceni H3K4me2 jako vhodného ukazatele kvality spermii.
Z pohledu klinické praxe v3ak vidim jako problematické v sou¢asné dobé zajistit toto specializované vysetfeni. Jednou
z hlavnich prekézek je nutnost dostat vySetfovany vzorek na pracovisté s priitokovym cytometrem, ktery béznd
andrologickd laboratof nemd k dispozici. Myslite, Ze je mozné za timto Glelem vzorek zamrazit a k vySetfeni jej
odeslat? Jako praktik bych déle vidéla jako pfinosné vztahnout ziskané poznatky také k Gspé&$nosti v rdmci ,in vitro
fertilizace”. Mate to v planu?

» Vidite néjakou mozZnost praktického vyuZiti Vasich poznatk( o roli H2S v regulaci kapacitace spermii?

V pfedlozené praci autorka prokazala tviréi schopnosti v dané oblasti vyzkumu, béhem vypracovani prace bylo zjisténo mnoho

ddlezitych poznatkd, které jsou soucésti nékolika publikaci. Podle mého nazoru préce splfiuje naroky kladené na disertaéni praci
a proto i pfes vySe uvedené nedostatky doporucuji praci k obhajobé.

V Brné, 15.8.2019

Mgr. Sona Kloudova, PhD.

Klinika | Obchodni sidlo spole¢nosti | NONSTOP linka l; str 2/3
Reprofit International s.r.o. [ Reprofit International s.r.o. [ +420 774 117 766 |
Hlinky 48/122, 603 00 Brno [ Hlinky 48/122, 603 00 Brno-Pisarky | e-mail: info@reprofit.cz | CZE0054.04

Tel: +420 543 516 001 | IC 27677851, DIC CZ699004108 | www.reprofit.cz i Platnost od 02.05.2016



