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Oponentský posudek na disertační práci MSci Michala Dvořana 

Název práce:  Characterization of translational patterns in mammalian oocytes and early 
embryos obtained under different conditions 

 

Disertační práce je zaměřena na rozdíly v translačních profilech in vitro a in vivo maturace 
myších oocytů a analogicky získaných časných embryí za různých podmínek. Zabývá se jak 
studiem klinicky relevantních kultivačních podmínek in vitro maturace používaných v 
asistované reprodukci, tak i na studiem oocytů oplozovaných in vitro.  

Věnuje pozornost procesům na molekulární úrovni souvisejícím s deregulací aktivně 
translatovaných transkriptů, významným pro identifikaci faktorů snižujícím vývojovou 
kompetenci in vitro maturovaných oocytů.  

V teoretickém úvodu se disertant zabývá vývojem oocytu a časným vývojem embrya in vivo, 
vývojem oocytu a časným vývojem embrya in vitro, technologií zrání oocytů in vitro v 
asistované reprodukci, syntézou proteinů v savčích oocytech a raných embryích a 
monitorováním náboru mateřských přepisů translačním aparátem. 

Cílem disertace bylo zmapovat rozdíly v získávání uložených mateřských transkriptů pomocí 
translačních mechanismů oocytů nebo embryí. Experimentální získávání dat se má provádět 
pomocí tandemu SSP-profiling a sekvenování RNA nové generace. Konkrétní cíle práce byly 
formulovány takto - odhalit rozdíly v deregulovaných aktivně překládaných transkriptech 
mezi in vitro zralými denudovanými a in vivo zralými MII oocyty, prozkoumat podmínky IVM 
relevantní pro ART na myším modelu na základě srovnání IVM COC – IVO, nastavit IVF a 
zhodnotit vývojovou kompetenci BL, prozkoumat tandem podmínek zrání a oplodnění in 
vitro na myších PN zygotách IMZ – IVZ a prozkoumat vztah mezi podáváním rFSH a globální 
syntézou proteinů za podmínek relevantních pro ART. 

V kapitole Materiály a metody jsou podrobně popsány chov myší a zrání oocytů, profilování 
vzácných vzorků, izolace RNA a qPCR, příprava knihovny a sekvenování RNA, bioinformatická 
analýza, Western Blot, značení 35S-methioninem, imunocytochemie, Gap-junctional Assay, 
značení Mitotracker, oplození in vitro a vývoj blastocyst a Live Cell Imaging. 

V kapitole výsledky je podrobně a srozumitelně popsána synchronizace zrání in vitro a in 
vivo, zrání komplexu kumulus-oocyt in vitro, oplození in vitro, sbírání pronukleárních stadií, 
frakcionace polysomů a příprava vzorku pro sekvenaci RNA, analýza sekvenace RNA a 
získávání odlišně exprimovaných transkriptů, validace dat a hodnocení vývojové kompetence 
oocytů. 

V kapitole Diskuse disertant podrobně a fundovaně interpretuje výsledky, hodnotí vhodnost 
zvoleného modelu a význam výsledků pro klinickou praxi. 
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Komentář k jednotlivým aspektům práce 

Téma disertace je aktuální a přináší nové důležité poznatky významné pro teorii i klinickou 
praxi. Je psána srozumitelně a velmi dobře dokumentována obrázky a grafy. Zvolené metody 
jsou adekvátní a navzájem se vhodně doplňují.  

Připomínky k odborné, jazykové a formální stránce práce 

Po formální stránce je práce až na drobné výjimky dobře zpracována, vytkl bych jen 
nadměrné užívání zkratek, které v některých případech narušují plynulost čtení práce a její 
estetiku. 

Po odborné stránce mám následující připomínky: 

1. Na str. 7 je uvedeno „Upon signals retrieved from hypothalamus-anterior pituitary 
axis a small cohort of primordial follicles harbouring oocytes are recruited for 
maturation“. S tímto tvrzením nelze souhlasit, rekrutace (aktivace) primordiálních 
folikulů probíhá nezávisle na ose hypotalamus-hypofýza, folikulární buňky 
primordiálních folikulů ještě ani nemají receptory pro FSH a LH. 

2. Na str. 8 je uvedeno „Within 2-3 years from the first menstrual cycle adult hormonal 
values of FSH and LH are achieved and primary oocytes are gradually recruited tor 
maturation (Carlson and Shaw, 2019)“. V citovaném článku se o rekrutaci folikulů 
vůbec nehovoří a rekrutace probíhá nezávisle na hormonálních hladinách FSH a LH a 
menstruačním cyklu (viz např. Adhikari a Liu, 2009). 

3. Na str. 10 je uvedeno „Commonly adopted preservation in ART is cryopreservation by 
vitrification, which is a term for an imminent shock-freeze in liquid nitrogen. It is 
routinely performed in in vitro cultured human blastocysts, and less often in MIl 
oocytes, which are in the majority of cases in vitro matured from collected GV 
oocytes“. Není přesné, nejčastěji vitrifikované jsou skutečně blastocysty, oocyty MII 
ovšem velmi často, ale ne získané in vitro maturací z GV oocytů, ale získané punkcí 
zralých folikulů. 

4. Na str. 11 je uvedeno „Supplementation of IVM media with human serum is not 
legally acceptable in the clinical environment, even though it may pose a significant 
improvement to the IVM”. Potenciální suplementace IVM media sérem pacientky 
není zákonem zakázána, překážkou spíše je příprava séra v souladu s legislativou. 

5. Na str. 13 je uvedeno „The second gonadotropin rhCG, an analogue of LH”. Není 
úplně korektní označovat hCG nebo rekombinantní hCG jako analoga LH, jejich účinek 
není úplně shodný, i když se v některých indikacích rhCG místo LH používá. 

Otázky a podněty k obhajobě práce 

1. V popisu k obr. 19 je uvedeno „Serum supplementation greatly increased blastocyst 
rates in comparison with only bovine serum albumin“. Má disertant představu, které 
komponenty séra mohou přinášet benefit? 
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2. Z disertace vyplývá, že výsledky maturace oocytů in vivo a in vitro se zřetelně liší, což 
by mohlo představovat určité riziko jak pro kvantitativní, tak i kvalitativní výsledek 
aplikace v humánní asistované reprodukci. Domnívá se disertant, že použití maturace 
oocytů in vitro v humánní medicíně je obhajitelné ve světle toho, že hlavní indikací 
k provádění IVM byla zábrana hyperstimulačnímu syndromu a v současné době se 
používají jiné metody snižující toto riziko (individualizované dávkování rFSH, použití 
analoga GnRH ke spuštění dozrání folikulu místo rhCG). 

Závěrečné hodnocení  

Disertant použil k řešení náročné metody, interpretaci výsledků velmi dobře zvládl a v diskusi 
výsledky všestranně vyhodnotil, splnil cíle disertace. Doporučuji proto tuto disertaci 
k obhajobě. 

 

 

V Brně dne 23.11.2023    Prof. MUDr. Pavel Trávník, DrSc. 
oponent 
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