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Posudek oponenta diplomové prace na téma
“Uloha morfogenu v pribéhu diferenciace neuralnich kmenovych bunék”

vypracované Be. Pavlem Honsou

Predlozena diplomova prace byla vypracovana v oddéleni bunééné neurofyziologie Ustavu
experimentdlni mediciny, v.v.i., pod vedenim Ing. Miroslavy Andérové, CSc. V Givodni &asti
spisu, jenz ma celkem 70 stran véetné seznamu literatury, jsou obsazeny zakladni udaje o
obecnych poznatcich tykajicich se rozdéleni a definice zakladnich podtypt kmenovych bunék,
hlavni informace o jejich distribuci a potencialnich moznostech vyuziti v regenerativni
medicing. Cile prace jsou prehledné formulovany ve tiech hlavnich bodech zahrnujicich
studium vlivu morfogenti na 1) elektrofyziologické, 2) imunocytochemické a 3) expresni
vlastnosti neuralnich kmenovych bunék v prabéhu diferenciace. Vysledky experimentalni prace
(12 stran) predchazi stru¢ny popis metodickych piistupii (5 stran). V diskusi vysledki prace

(4 strany) se autor soustfedi na stru¢né shrnuti vysledkl a objasnéni souvislosti dané

problematiky v kontextu souc¢asnych svétovych poznatki.

Poskozeni nervového systému predstavuje jeden z obtiznych a dosud nezvladnutych klinickych
problémil. Zvolené téma diplomové préce je proto nadmiru aktudlni a zavazné. Piedlozena
prace prinasi fadu novych poznatki, z nichz za nejvyznamnéjsi povazuji zjisténi prokazujici
zéasadni vliv morfogent Shh a Wnt7a na tii funkéné a morfologicky definované kategorie
neuralnich kmenovych bunék. Autor experimentdlné potvrzuje opravnénost tohoto déleni
kmenovych bun¢k na zakladé¢ studia exprese specifickych neuronalnich a glidlnich markera a
pomoci srovnavaci elektrofyziologické charakteristiky. Autor poukazuje na moznou
vyznamnou tlohu Wnt-7a v bunécné diferenciaci a dochazi k zavéru. Ze tento morfogen muze
zvysovat pocet bunck, jez se svymi elektrofyziologickymi vlastnostmi vice podobaji neuronim

(4. vykazuji pfitomnost napétové aktivovanych Na* iontovych kanala).



Objem experimentalnich vysledki je uctyhodny a vypovida o houzevnatosti a odborném zaujeti
diplomanta. V tomto ohledu je cenné, Ze feSend problematika zahrnuje rizné aspekty moznych
mechanizmi vlivu morfogent a zejména rtizné piistupy k hledani funkénich a morfologickych
rozdilli mezi kmenovymi burikami. Autor pouZival metodicky naro¢né techniky, které jsou na
pracovisti dobfe zavedené a zarucuji tak spolehlivost ziskanych dat: technika .,patch-clamp®,
technika péstovani a mnozeni kmenovych bunék v podminkéch tkanovych kultur,

imunohistochemické techniky, stanoveni exprese proteini Western-blot.

Hodnoceni formdalni urovné diplomové prdace:

Prace je psana peclivé, piehledné. s jasné formulovanymi mySlenkami. Az na n€kolik drobnych
gramatickych piehlédnuti nemam k formalni ani jazykové upravé zadné pripominky (napf. str.
63-70 nekonzistentni format seznamu citované literatury, rizné€ oznaceni obrazkl a graft
v textu stiidavé malymi nebo velkymi pismeny, ¢asto s teckou oznacujici fadovou ¢islovku, str.
16 dole ..expresi, str. 27, 7. f. 2. odst.zdola ,,proudové hustote*, str. 45 vlevo ..dithiothreitol”,
str.45, predposledni radek ..tremi symboly™).

Velmi ocenuji, ze se autorovi i pies rozsah a obtiznost studované problematiky podaiilo
vybrat podstatné souvislosti. Za promySlené a zodpoveédné rovnéz povazuji, ze v diskusi se
autor nepousti do prebytecnych spekulaci a omezuje se na bezprostiedni interpretaci svych

vysledku.

Namét pro rozpravu:

1. Pro¢ byly vybrany pro podrobnou analyzu pravé morfogeny Shh a Wnt7a?
2. Pozoroval autor né¢jaké naznaky korelace mezi intenzitou GFP a charakteristikou
elektrickych odpovédi (tj. byly vice exprimujici buriky snadnéji zataditelné

k danému podtypu)?

3. Nemeéla by byt exprese neuronalnich markert a vliv morfogenti spravnéji
porovnavany statistickou metodou analyzy variance? Zejména v piipade vysledkt
uvedenych na str. 49-50, kde autor porovnava skupiny obsahujici 41 vs. 4 bunky,
nebo 18 vs. 2 v grafu 13.

4. Na str. 44 autor uvadi, ze pro kvantifikaci imunocytochemickych vysledku bylo

pouzito vzdy pét obrazkl z minimalné 3 skel. V sloupcovych grafech 14-26 neni



piesto ziejmé, jak byla data analyzovana a z jakého poétu bunék. Mohl by autor
vysvétlit postup analyzy?

S. Na str. 20-28 autor popisuje zdkladni elektrofyziologické charakteristiky bunék
nervoveho systému. Mohl by se autor pokusit odhadnout, jaky mohou mit vliv na
proudovou charakteristiku samy o sobé morfologické vlastnosti bunék? Pouzival
autor n€kterou z technik elektrické kompenzace?

6. Autor uvadi na str. 27, ze charakteristickym rysem oligodendrocytti jsou .....pasivni
klesajici K* proudy v priibéhu depolarizace a hyperpolarizace a hlavné propustnost
membrany pro draslikové ionty po ukonceni zmén membranového potencialu..*.

Jaka je predstava autora o mechanizmu vzniku téchto ..tail* prouda?
Jep

Jsem piesvédcena, ze autor se pii obhajobé vyporada s drobnymi pfipominkami uvedenymi
v tomto posudku. a proto mohu v souhrnu konstatovat, Ze piredloZena prace Be. Pavla Honsy
prokazuje zvladnuti naro¢né tématiky a splnuje jak formailni, tak obsahové naleZitosti

diplomové price. Proto doporucuji magisterskou diplomovou praci k obhajobé.
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