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Diplomová práce Bc. Moniky Šídové se zabývá zajímavou problematikou kultivace
kmenových testikulámích buněk. Zvládnutí tohoto postupu je klíčem pro transgenozi u široké
škály živočichů. Jde o úkol velmi náročný, který byl zatím zvládnut jen u některých druhů,
např. myši, pstruha nebo kura domácího. Práce na testikulámích buňkách obojživelníka -
konkrétně žáby drápatky Xenopus tropicalis lze proto považovat v mnoha ohledech za
průkopnické.
Volba tohoto modelového organismu s sebou nese řadu problémů. Postupy běžně používané
například u savců se často ukazují jako nepoužitelné či neschůdné. Na první pohled může
práce vypadat jako velmi jednoduchá. Ve skutečnosti je však komplikovaná, vyžaduje
trpělivost, pevnou vůli a zároveň i správnou míru kritického náhledu, který zabrání tomu, aby
vědec uvízl ve slepé uličce tvrdohlavým opakováním neustále selhávajícího postupu
v bláhové naději, že „se to musí nakonec podařit".

Literámí přehled je koncipován poněkud šířeji s jednotlivými odbočkami, např. do
systematiky drápatek. Celkově ale autorka prokázala schopnost studovat zahraniční odbomou
literaturu, vystihnout podstatné infomace a ty pak seřadit do logického celku.
K této části diplomové práce mám následující dotazy:

a)   Na str. 9. autorka uvádí, Že genový knockout a příprava trangenních jedinců s cíleným
genovým knockoutem je možná jen u myší. Je to skutečně tak? Pokud je mi známo,
lze získat například i hospodářská zvířata s cíleným genovým knockoutem. Jak
probíhá takový genový knockout, např. u prasete, s využitím techniky  přenosu jader
somatických buněk, které byly podrobeny blokádě genu homologií rekombinací?
Nelze pro studium následků cílené blokády genů využít i RNA interference?

b)   Také v pasáži o transplantaci zárodečných buněk se autorka zmiňuje jen o
experimentech provedených na myši. Jaké jsou výsledky s přenosem spermatogonií
např. u ryb nebo u ptáků? Jaké jsou možnosti mezidruhové transplantace, kdy je
příjemcem spermatogonií jiných druh, než ke kterému náleží dárce spermatogonií?

Část práce věnovaná metodice ukazuje šíři technik, které autorka zvládla. Už samotné
kultivace představují velmi náročný úkol. V tomto případě jsou doplněny např. i o metody
molekulámí genetiky, fluorescenční a elektronovou mikroskopii.

K této části nemám žádný dotaz ani připomínku.

Část věnovaná výsledkům popisuje přípravu buněčné kultuy XG77op%§ ÍropJ.ccz/z.s deficientní
v genu pro thymidin kinázu, studium ultrastruktury buněk kolonií elektronovou mikroskopií a
srovnání této struktuy se struktuou semenotvomého kanálku  varlete Xe77ope# /ropz.ccz/z.s'.
Zvláště náročná byla obj emem odvedené práce optimalizace postupu pro disociaci kolonií
zárodečných kmenových buněk a vytvoření suspenze buněk. Právě tady se ukázala v plné síle
specificita vybraného modelového organismu a autorka musela zkoušet širokou škálu



postupů, přičemž mnohé z postupů běžně užívaných u jiných organismů se ukázaly jako
neúčimé či nevhodné. Podařilo se oddělit pre-Sertoliho buňky od zárodečných buněk. Byla
zvládnuta transfekce buněk lipofekcí. K této části diplomové práce mám následující dotaz:

Za nejúčiměj ší označujete lipofekci preparátem LipofektamineTM2000. Je toto tvrzení
podloženo výsledky statistické analýzy, která by prokázala statisticky průkazně vyšší podíl
transferovaných buněk při použití preparátu LipofektamineTM2000? Jaká statistická metoda

řťpsoefiÉÉ:ÍínoevTe#%%#oscneíž]:::%]va:tgstá,;:ěpáaokst%r#:ek:ež:ozť:EĚ::í#[reedpí%rkáatudávánej]epší
výsledky preparát Transfectin. Je toto tvrzení podloženo výsledky statistické analýzy?

Statistické hodnocení postrádám i u některých dalších experimentů.

V diskusi konffontuje autorka data z vlastních experimentů s údaji z literámích pramenů.
Opět prokázala schopnost orientovat se v odbomé literatuře a tvůrčím způsobem využít
získané informace k interpretaci vlastních výsledků. K této kapitole diplomové práce mám
následující dotaz.

Uvádíte, že kmenovost získaných buněk lze prokázat jejich transplantací do varlat
chemicky sterilizovaného samce. Skutečně to prokáže „stemness" u všech buněk anebo je to
jen důkazem, že v buněčné populaci se vyskytují kmenové buňky , ale nevylučuje to příměs
buněk, které „stemness" postrádají?

Pokud jde o fomální nedostatky, dovolím si vytknout jen některé, jako např. chybu ve shodě
podmětu s přísudkem na straně 10 ®okusy . . . zahmovali), použití anglických tvarů místo
českých ®apaya místo papája) a použití doslovných překladů z angličtiny („fruit fly"
přeloženo jako „ovocná muška", i když je i z následujícího textu patmé, že se jedná o
octomilku obecnou Dro§opÁz./cz 7%e/cz#ogc7§Íer). Tyto drobnosti nijak nesnižují odbomou
kvalitu práce, jen zbytečně kazí výsledný dojem.

Diplomovou práci Bc. Moniky Šídové „Transfekce kmenových a jiných testikulárních buněk
XG#op#§ /ropí.cc7/z.s" hodnotím známkou „výborně".

V Uhříněvsi 15. září 2009 Prof. In Jaroslav


