Oponentsky posudek na magisterskou praci

Be. Monika Blahova (2019) Vyvoj a optimalizace prFipravy Fezovych
preparatu pulci X. tropicalis pro studium migra¢niho a diferencia¢niho
potencidlu testikularnich kmenovych bunék

Hodnoceni vysledku z hlediska tviiréiho prinosu

Autorka diplomové prace v prvni &éasti popisuje migraéni a diferenciacni potencial
transplantovanych bunék, ziskanych in vitro kultivaci testikularnich kmenovych bunék xenopa
v laboratofi vyvojové biologie. U téchto bunék byl prokazan migra¢ni potencial a diferenciace
do Sertoliho bunék pomoci specifickych protilatek. V predlozené praci chybi informace o
expresi téchto specifickych markerG v burikdch pred transplantaci.

Ve druhé Casti autorka optimalizuje a porovnava zakladni typy pfipravy histologickych
preparati. Konkrétné porovnava parafinové fezy, cryofezy a vibratomové fezy. Tato €ast prace
je spiSe praktickd a vysledky této prace jsou ptinosné nejen pro laboratoi vyvojové biologie,
kde byla prace provedena, ale i pro dal$i pracovisté, které pfi svém vyzkumu vyuziji metody
histologie pulct detekujici latky citlivé na degradaci. Jako nevhodnéjsi byla vyhodnocena
nejmodernégjsi metoda ptipravy preparatii pomoci vibratomu.

Formalni kvalita predlozeného spisu

Po formalni strance jsem nenalezl zadné zavazné pochybeni. Zna¢na ¢ast prace je publikovana
v piilozeném &lanku Tlapakova a kol 2016 a fadné odcitovana. Clanek Blackiston et al 2010 je
v textu s preklepem Blackinston.

Podle mého nazoru by potadi cili a vysledkd mélo byt opacné. Prvné se provadéla optimalizace
histologické metody, ktera se pak nasledné vyuzila pro sledovani transplantovanych bungk.

Autorka stfidavé vyuziva zkratky a plné nazvy. Napf. Sertoliho buriky (SeC) nebo kmenové
buiky (SC), maji zkratky uvedeny v seznamu pouzitych zkratek, tato zkratka je rovnéz
vysvétlena v textu (v nékterych pfipadech opakovang). Dale jsou ov§em tyto zkratky pouzivany
nahodné.

Jazyk

Bez zavaznych prohfeski proti gramatice, bez formulacnich problémul.

Po dikladném prezkoumani prace jsem nalezl pouze tyto drobné vady:

Na str. 8 navrhuji pfidat text uvedeny v zavorce: U vysSich obratlovcii je stanoveno pohlavi na
zaklad¢é gent, které (dany jedinec) ziskal od svych rodicl, jednd se tedy o genetickou
determinaci (Piprek 2010, Olmstead et al. 2010).

Str. 8: (se dvémi sadami gentl) navrhuji zménit na gramaticky i biologicky presn¢€jsi (se dvéma
sadami chromozomii).

Str 32: preklep ihned
Str 51: preklep mesesnchymalni

Hodnoceni ¢asti predkladaného spisu
1) Literarni prehled



Literarni prehled je nezdafilejsi ¢asti této diplomové prace. Autorka zde vystiZné popisuje typy
kmenovych bunék, strukturu varlete, typy bunék varlete. Déle zde popisuje modelovy
organismus (Xenopa) a druhy pfiprav histologickych preparata.

Prestoze Xenopus je modelovy organismus a jeho biologie je dobfe popsana, tak se autorka
¢asto uchyluje k popisu sav¢ich modeld, které se v mnohém lisi. BohuZzel v textu €asto chybi
informace o pfechodu mezi riznymi Zivo¢isnymi modely. Pfikladem je napt. ast 3.2.2. kde se
muzeme dodist, Ze Insl3 je kliCovy pro sestup varlat, coz zfejmé neplati pro obojzivelniky.
Obecné mi zde chybi informace o obojzivelnicich. Determinace a diferenciace u savci je zde
dobfe popsana, ale ¢tenafe této diplomové prace bude ziejmé vice zajimat, jak probihd u
Xenopa.

V tabulce 1 neni jasné podle ¢eho autor ¢lenil fadky.

3.2.2.4. Tvrzeni, ze zarode¢na plazma je rozeznatelna i pod svételnym mikroskopem, je podle
mého nazoru zavadéjici. Zarodecna plasma je viditelna az po specifickém barveni.

3.4. Tato kapitola mohla byt rozdélena do konkrétnich podkapitol (parafinové fezy, kryofezy,
vibratom).

Autorka by méla rozliSovat fixaci mrazem a zamrazovani (kryoprezervace), kde je vyzadovano
preziti organizmu po jeho rozmrazeni. Hovofit o Zivotaschopnosti bunék po rozmrazeni, které
jsou urcené k histologickému zpracovani neni relevantni.

Neni spravné tvrzeni, Ze se béhem vitrifikace nepouzivaji kryoprotektanty. Ty je nutné pridavat
i v tomto pripadé (v€etné uvedené studie), nebot’ ke krystalizaci dochazi i béhem rozmrazovani.

3.4. str 18: ,,Preparaty zpracované pomoci kryosekce jsou vhodné pro rychlou diagnostiku.
Vyhodou je, Ze se odebrana tkan nemusi fixovat.” Toto tvrzeni je zavadéjici a odporuje si
s vlastnimi vysledky (viz 6.5 a 7.2.2), kde sama autorka fixaci pouziva. Obecné je fixovani
preparatu vhodné az nutné pro kazdou z uvedenych technik.

2) Material a metody

5.1. Zaujala mne zde véta ,,Pravidelna udrzba nadob a krmeni se uskutecriuje kazdy pracovni
den.” Znamena to, Ze o vikendech a béhem delsiho obdobi svatki (napf. Vanoce) neni o zvifata
nijak postarano?

6.2. .Spermie se za kratko navazaly na oocyty.* Jak toto bylo pozorovano?

., Vzapéti byly oocyty pfevedeny na misku s agardzou, kde probéhl vybér spravné se vyvijejicich
zygot a Casnych embryi.” Zygota je ¢asné embryo.

Nebylo vhodné vytvoreni nové samostatné podkapitoly 6.5.2.1, ktera by méla byt soudasti
kapitoly 6.5.2. Soucasné déleni je matouci.

6.6. Neni uvedeno, jak probihala deparafinace. Vzhledem k popisovanym problémim
s vypadavanim vzorku povazuji tuto informaci za dilezitou.

3) Vysledky
Kapitoly Metody a Vysledky obsahuji fadu stejnych informaci a nékteré informace jsou



umistény nevhodné. Napt. informace o stadiich pfi niz byla embrya fixovana méla byt
v metodach, a nikoliv ve vysledkach.

Obrazek 6. Bylo by vhodngjsi pouzit stejnou pseudobarvu (Cervenou) pro sloZzenou fotku 6¢,
jako je na fotce z fluorescence 6B. Takto, s pouzitim rizného zobrazeni signalu, jsou fotky
nepiehledné.

Obr. 9: Konfokalni mikroskop neni na seznamu pouzitych pfistroji

4) Diskuse

8.2. Autorka diskutuje vhodnost pouziti parafinovych Fezi pro lokalizaci RNA. Tato prace se
oviem zabyvé imunoznacenim, tedy lokalizaci proteint. Tato ¢4st diskuze je tedy podle mého
nazoru irelevantni.

_Matsui et al. (2015) se zamé&Fili ve své studii na testovéni 8 riiznych typii specidln€ oSetfenych
podloznich skli¢ek tak, aby tka pfi imunohistochemickém barveni nebyla odplavena, ale
zéroven aby bylo mozné fezy z téchto podloznich skli¢ek po barveni pfesunout do epoxidové
pryskyfice.“ Chybi zde vysvétleni, jaky byl diivod pfesunu fezi do epoxidové pryskyfice a
jakou to ma souvislost s timto experimentem.

Celkové hodnoceni

Prestoze jsem v piedlozené diplomové praci odhalil fadu drobnych nedostatkii, povazuji
praci za uspéSnou a pFinosnou.
Praci doporuéuji k obhajobé a hodnotim ji jako velmi dobrou.

Otazky k diskuzi:

Mize autorka vysvétlit co znamend, kdyZ jsou SSC ,.unipotentni s totipotentnim charakterem®.
(viz str. 7)

Jaky byl diivod dehydratace a nasledné rehydratace vzorku pro vibratom. Byl vyzkousen postup
piipravy vzorku bez dehydratace? (viz 6.5.3.)

Jaky byl ditvod pouziti sachardzy a Zelatiny pfi pFipravé parafinovych feza? (viz 7.2.1)

Pro¢ byla exprese vimentinu pozorovdna pouze u transplantovanych bunék, a nikoliv
v endogennich burikach recipienta? (viz obr. 10)

Autorka ve vysledcich zminila, Ze transplantovani pulci méli malé pieZiti. Mohla by autorka
informaci vice upfesnit a pokusit se zvySenou mortalitu vysvétlit?

Ve Vodnanech dne 12.9. 2019 Doc. Ing. Martin PSenicka, Ph.D.
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