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PiedloZena diplomova prace fesi velmi aktualni téma asistované reprodukce hospodaiskych
zvitat a zaroven odpovida na nékteré zajimavé otdzky spojené s molekularnimi mechanismy
oplozeni a predimplantacniho embryonélniho vyvoje savcil. Jako modelovy organismus je
zvoleno prase. Vybér modelu na jedné stran¢ zkomplikoval autorovi praci, protoZe oplozeni
prase¢iho ovocytu in vitro a techniky asistované reprodukce u tohoto druhu podléhaji celé
fad¢ vlivi, které lze jen obtizn¢ udrzet pod kontrolou. Mnohé z téchto faktorti nejsou dosud
dukladnéji prostudovany. Prase je z hlediska reprodukéni biologie v mnoha ohledech
vyjimecny druh, a tak je velmi problematické piijimani vysledkl a zkuSenosti ziskanych
studiem jinych druhti savcii. Na druhé stran¢ vSak volba modelu dovolila autorovi dosahnout
nékterych prioritnich vysledki. Ty jsou vyznamné nejen s ohledem na hospodaisky vyznam
prasete, ale také s ohledem na rostouci vyznam prasete jako modelu v biomedicing.

V literarnim piehledu autor shrnul velmi piehledné stavaji stav poznani role proteasomu

V oplozeni a raném embryonalnim vyvoji savcl. Prokéazal velmi dobrou orientaci ve védecké
literatufe a zaroven i schopnost postihnout nejdulezitéjsi informace a utiidit je.

Po metodické strance je tfeba opravdu vyzvednout fakt, Ze autor zvladl metodu
intracytoplasmatické injekce spermie (ICSI) u prasete. Technika je sama o sob¢ velmi
naro¢nd. V piipadé prasecich ovocytl a spermii je jeji zvladnuti opravdu slozZité a vyZaduje
kromé velké davky trpélivosti a silné viile i urcity talent. Autorovi se zjevné vSech téchto
vlastnosti dostava. Metoda ICSI byla vyuzita pro studium role proteasomu v procesu oplozeni
a pfedimplantacniho vyvoje embryi, coz je opét zapotiebi vysoce ocenit, protoZe jde o pfistup
originalni.

Kvalitu metodického piistupu nesnizuji drobné pieklepy, jako napft. tvrzeni, Ze pro kultivaci
bylo pouzito 500 ml média ve Ctyfjamkové desticce pro in vitro kultury (str. 38). Na téze

stran¢ je uvedeno, Ze na konci zrani bylo po odstranéni kumularnich bun€k moZno pozorovat



druhé polové télisko, coz odpovida stadiu metafaze II meiotického déleni. To je zjevné rovnéz

nedopatteni.

Pouzité statistické metody jsou uvedeny pti prezentaci vysledkl. Ve strukture védeckych

studii byva obvyklejsi uvedeni zdkladnich charakteristik statistického hodnoceni v zavéru

kapitoly Material a metody.

Vysledky jsou prezentovany jasné, pichledné, srozumiteln¢ a jsou adekvatné statisticky

vyhodnoceny.

V kapitole Diskuse jsou vysledky konfrontovany s publikovanymi studiemi, autor interpretuje

sva pozorovani, nabizi hypotézy pro dalsi testovani.

K autorovi prace mam nasledujici dotazy:

1)

2)

3)

4)

Jaka je posloupnost vylu¢ovani polovych télisek pti meiotickém zrani savciho
ovocytu?

V experimentech nebyl prokézan vliv inhibitoru proteasomu MG132 na ¢asnou
dekondenzaci spermie po ICSI, coz autor interpretuje tak, Ze proteasom nema na tento
casny proces vliv. Inhibitor MG132vsak byl piidan do kultiva¢niho média az po ICSI.
Lze ptedpokladat, Ze penetrace inhibitoru do buriky neni okamzita a také samotna
inhibice proteasomu si vyzada néjaky Cas. Pro¢ nebyly oocyty vystaveny ucinku
MG132 kratce pied ICSI a pro¢ nebyl inhibitor MG 132 piidan i do manipula¢niho
média béhem ICSI? Nemohlo se stat, Ze k rozpoznani spermie doslo velmi rychle
procesem zavislym na funk¢nim proteasomu a ze tento proces nebyl inhibitorem vcas
blokovan? Autor sam na str. 53 pfipousti, Ze opozdény nastup inhibice proteasomu
mohl byt pfi¢inou tvorby prvojader u nékterych oocyti kultivovanych po ICSI

V pfitomnosti inhibitoru MG132.

V kapitole 5.1.2.1 autor uvadi, Ze u dozralych prasecich ovocytl pozoroval po
kultivaci dal§ich 24 hodin ryhovani u 12 % ovocytt. Spontanni aktivace ovocytt Se
primarné projevi tvorbou prvojader ¢i porvojadra. Sledoval autor tento parametr a jaky
podil ovocytl vykazoval prvojadro?

V kapitole 5.2.4 je konstatovan rozdil na hranici statistické vyznamnosti ve vyvoji
embryi do stadia moruly ¢i blastocyty po predchozi casové omezené inhibici
proteasomu. Autor planuje dal$i dopliiujici experimenty. Pocitd i se

zevrubngj$im hodnocenim embryi, napt. s ur¢enim celkového poctu bunék embrya,

poctu bun¢k embryoblastu u blastocysty apod.?
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