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Nazev prace: Characterization of translational patterns in mammalian oocytes and early
embryos obtained under different conditions

Disertacni prace je zamérena na rozdily v translaénich profilech in vitro a in vivo maturace
mysich oocytl a analogicky ziskanych ¢asnych embryi za rGznych podminek. Zabyva se jak
studiem klinicky relevantnich kultivacnich podminek in vitro maturace pouzivanych v
asistované reprodukci, tak i na studiem oocytl oplozovanych in vitro.

Vénuje pozornost procesim na molekuldrni Urovni souvisejicim s deregulaci aktivné
translatovanych transkriptd, vyznamnym pro identifikaci faktord snizujicim vyvojovou
kompetenci in vitro maturovanych oocyta.

V teoretickém Uvodu se disertant zabyva vyvojem oocytu a ¢asnym vyvojem embrya in vivo,
vyvojem oocytu a casnym vyvojem embrya in vitro, technologii zrani oocyt( in vitro v
asistované reprodukci, syntézou proteinl v sav¢ich oocytech a ranych embryich a
monitorovanim naboru mateirskych prepist translacnim aparatem.

Cilem disertace bylo zmapovat rozdily v ziskavani uloZzenych matefskych transkript pomoci
translaénich mechanism( oocytli nebo embryi. Experimentalni ziskavani dat se ma provadét
pomoci tandemu SSP-profiling a sekvenovani RNA nové generace. Konkrétni cile prace byly
formulovany takto - odhalit rozdily v deregulovanych aktivné preklddanych transkriptech
mezi in vitro zralymi denudovanymi a in vivo zralymi Ml oocyty, prozkoumat podminky IVM
relevantni pro ART na mysim modelu na zakladé srovnani IVM COC — IVO, nastavit IVF a
zhodnotit vyvojovou kompetenci BL, prozkoumat tandem podminek zrani a oplodnéni in
vitro na mysich PN zygotach IMZ — IVZ a prozkoumat vztah mezi podavanim rFSH a globalni
syntézou proteinll za podminek relevantnich pro ART.

V kapitole Materidly a metody jsou podrobné popsany chov mysi a zrdni oocytd, profilovani
vzacnych vzorkd, izolace RNA a qPCR, pfiprava knihovny a sekvenovani RNA, bioinformaticka
analyza, Western Blot, znaceni 355-methioninem, imunocytochemie, Gap-junctional Assay,
znaceni Mitotracker, oplozeni in vitro a vyvoj blastocyst a Live Cell Imaging.

V kapitole vysledky je podrobné a srozumitelné popsdna synchronizace zrani in vitro ain
vivo, zrani komplexu kumulus-oocyt in vitro, oplozeni in vitro, sbirani pronuklearnich stadii,
frakcionace polysom( a priprava vzorku pro sekvenaci RNA, analyza sekvenace RNA a
ziskavani odlisSné exprimovanych transkriptl, validace dat a hodnoceni vyvojové kompetence
oocytd.

V kapitole Diskuse disertant podrobné a fundované interpretuje vysledky, hodnoti vhodnost
zvoleného modelu a vyznam vysledkd pro klinickou praxi.



Komentaf k jednotlivym aspektim prace

Téma disertace je aktualni a pfinasi nové dilezité poznatky vyznamné pro teorii i klinickou

praxi. Je psana srozumitelné a velmi dobfe dokumentovana obrazky a grafy. Zvolené metody

jsou adekvatni a navzdjem se vhodné doplnuiji.

Pfipominky k odborné, jazykové a formalni strance prace

Po formalni strance je prace az na drobné vyjimky dobfe zpracovana, vytkl bych jen

nadmérné uzivani zkratek, které v nékterych pripadech narusuji plynulost ¢teni prace a jeji

estetiku.

Po odborné strance mam nasledujici pripominky:

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 timto tvrzenim nelze souhlasit, rekrutace (aktivace) primordialnich
folikul( probiha nezavisle na ose hypotalamus-hypofyza, folikularni buriky
primordialnich folikulG jesté ani nemaji receptory pro FSH a LH.

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 ¢lanku se o rekrutaci folikuld
vlbec nehovofi a rekrutace probiha nezavisle na hormondlnich hladindch FSH a LH a
menstruacnim cyklu (viz napt. Adhikari a Liu, 2009).

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 Ml
oocytes, which are in the majority of cases in vitro matured from collected GV
oocytes”. Neni presné, nejcastéji vitrifikované jsou skutecné blastocysty, oocyty Ml
ovsem velmi ¢asto, ale ne ziskané in vitro maturaci z GV oocytd, ale ziskané punkci
zralych folikul(.

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”. Potencialni suplementace IVM media sérem pacientky
neni zakonem zakdzana, prekdzkou spise je pfiprava séra v souladu s legislativou.

Na str. 13 je uvedeno , The second gonadotropin rhCG, an analogue of LH”. Neni
Uplné korektni oznacovat hCG nebo rekombinantni hCG jako analoga LH, jejich ucinek
neni Uplné shodny, i kdyZ se v nékterych indikacich rhCG misto LH pouziva.

Otazky a podnéty k obhajobé prace

1.

V popisu k obr. 19 je uvedeno ,Serum supplementation greatly increased blastocyst
rates in comparison with only bovine serum albumin“. M4 disertant predstavu, které
komponenty séra mohou pfinaset benefit?



2. Zdisertace vyplyva, Ze vysledky maturace oocytl in vivo a in vitro se zfetelné lisi, coz
by mohlo pfedstavovat urcité riziko jak pro kvantitativni, tak i kvalitativni vysledek
aplikace v humanni asistované reprodukci. Domniva se disertant, Ze pouziti maturace
oocytl in vitro v humanni mediciné je obhajitelné ve svétle toho, Ze hlavni indikaci
k provadéni IVM byla zabrana hyperstimula¢nimu syndromu a v soucasné dobé se
pouzivaji jiné metody snizujici toto riziko (individualizované davkovani rFSH, pouziti
analoga GnRH ke spusténi dozrani folikulu misto rhCG).

Zavérecné hodnoceni

Disertant pouzil k feseni naro¢né metody, interpretaci vysledkd velmi dobie zvladl a v diskusi
vysledky vsestranné vyhodnotil, splnil cile disertace. Doporucuji proto tuto disertaci

k obhajobé.
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