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Bc. Markéta Vegrichtova (2014) Priprava transgenni kultury testikularnich
kmenovych bunék Xenopus tropicalis.

Markéta Vegrichtova svou diplomovou praci vypracovala v Laboratofi vyvojové
biologie na Katedfe bunécné biologie PfF UK Praha. Nasi laboratofi se podafilo
zalozit smiSenou bunécénou kulturu odvozenou z varlat Xenopus tropicalis. Tato
kultura se sklada z podkladové vrstvy pre-Sertoliho bunék a na ni rostoucich
testikularnich kmenovych bunék (TSC). Diplomantka meéla nékolik ukold, ale jejim
hlavnim cilem byla optimalizace transfekce testikularnich kmenovych bunék a
pfiprava trvalé transgenni linie, ktera je nezbytnd pro vyzkum diferenciace TSC
probihajici v nasi laboratofi.

Prvnim ukolem diplomantky byla optimalizace podminek pro kultivaci
testikularnich kmenovych bunék. Ukazalo se, Zze po pfidani mySiho LIF do
vyzivové bohatého kultivaéniho média dochazi ke zvysSeni proliferaCni aktivity
obou typu bunék a zejména k vyrazné rychlejSimu formovani kolonii TSC
v kultufe. Toto zjisténi vyznamné ulehcilo a zrychlilo praci s kulturou, aniz by pfi
dlouhodobé kultivaci dochazelo ke spontanni diferenciaci TSC ¢&i k senescenci
podkladové vrstvy bunék.

Druhym ukolem Markéty byla analyza exprese bunék kultury zaméfena na geny
typické pro pluripotentni kmenové bunky, zarode¢né burnky a Sertoliho burky.
Vysledky této analyzy jasné ukazaly, ze plvod TSC nevychazi ze
spermatogonialnich kmenovych bunék, ale naopak naznaluji spole¢ny puvod
obou typu bunék a tim i na eventualni dediferenciaci pre-Sertoliho bunék
v kulture.

Hlavnim ukolem diplomantky pak byla optimalizace podminek transfekce TSC X.
tropicalis a pfiprava stabilni transgenni linie. Markéta byla jiz druhou v pofadi,
ktera tento nesnadny ukol dostala. V ramci pfedchozi diplomové prace byla
vyzkouSena fada lipofekénich €inidel s nulovou ¢€i nizkou efektivitou, nicméné i
v pfipadé uspésnych experimenti se vzdy jednalo o transientni transfekci.
Markéta v prvni fadé zopakovala vétSinu predchozich pokusl o transfekci s tim
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rozdilem, Ze byl zvolen jiny vektor. Pozitivniho vysledku bylo dosazeno az
nukleofekci, a¢ je tato metoda primarné navrzena pro vy$si obratlovce. Kombinaci
rGznych programi s uritym roztokem se nakonec diplomantce podafilo
kvantitativné pfipravit trvalou transgenni linii. Tyto RFP pozitivni bufky byly poté
pouzity v pilotnich pokusech o diferenciaci in vitro pomoci metody zavéSené
kapky a allogenni transplantaci in vivo.

Z metodického pohledu musela diplomantka zvladnout spektrum technik sahajici
od izolace NK, RT-PCR, amplifikaci vektoru, pfes kultivaci riznych typua bunék,
transfekci bunék a jejich separaci pomoci FACS. Déle se ucastnila
transplantaénich pokusl a i pfipravy a vyhodnoceni kryofezll. Zde musim
podotknout, Ze jeji schopnosti byly vyuzity i v ramci vyuky, kdy demonstrovala
pfipravu kryofez(i studentim v ramci praktickych cviceni z histologie. Markéta
Vegrichtova se snadno a rychle stala souc€asti naseho tymu a na pfidéleném
ukolu pracovala svédomité a samostatné. Byla schopné ziskané vysledky kriticky
hodnotit a usporadat. Vyt¢ené cile diplomové prace byly spinény a predkladané
vystupy jsou soucasti publikace, kde je Markéta uvedena jako spoluautorka.
Diplomova prace je ¢lenéna dle pozadavku katedry a diplomantka ji sepsala
samostatné. Na zakladé vySe uvedenych faktl doporucuji tuto praci k pfijeti a
pfiklanim se k hodnoceni stupném vyborné.

V Praze dne 10. 9. 2014 RNDr. Tereza Tlapakova, Ph.D.
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