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Školitelský posudek na diplomovou práci Bc. Moniky Sídové, "Transfekce
kmenových a jiných testikulárních buněk Xe#opw§ fropi.c#/Í.s".

Monika  Šídová  svou  diplomovou  práci  vypracovala  v  Laboratoři  vývojové  biologie  na

Katedře buněčné biologie  PřF UK Praha.  Naší  laboratoři  se podařilo  úspěšně založit dlouhodobou

primámí  kulturu  juvenilních  buněk  varlat  jYG#opc/§  /ropz.ccÍ/z.f .   Buňky  této  kultury  vykazovaly

morfologické  vlastnosti  pre-Sertoliho  buněk,  jejichž  vyživovací  vrstva  umožňuje  dlouhodobou

kultivaci  kolonií  zárodečných  kmenových  buněk.  Cílem  diplomantky  byla  optimalizace  postupů

práce se zárodečnými kmenovými buňkami této kultury, která je důležitá pro budoucí výzkumy naší

laboratoře.

Hlavním  úkolem  Moniky  Šídové  bylo  oddělit jednotlivé  buněčné  typy  od  sebe,  aby  bylo

možno  kdykoliv  získat  čistou  populaci  zárodečných  kmenových  buněk  pro  další  experimenty.

Přesto, že se nabízelo hned několik přístupů, ani jeden z nich nebyl v praxi vůbec jednoduchý. První

možností byla příprava buněčné linie pre-Sertoliho buněk deficientní v thymidin kináze. Tyto buňky

by  sloužily  jako  podklad  pro  kultivaci  zárodečných  kmenových  buněk,  který  by  bylo  možno

kdykoliv odstranit pomocí selekce HAT médiem. TK- buňky se sice podařilo připravit a kultivovat

nějakou dobu, ale jejich kultura byla natolik citlivá vůči různým zásahům až byla ztracena úplně.

Druhým přístupem bylo mechanické přenášení kolonií zárodečných kmenových buněk, které

se ukázalo jako nevhodné vzhledem k tomu, Že kolonie jsou smíšené a rigidní vůči mechanickému

rozrušování. Ukázalo se také, Že kultivace kolonií není možná bez podkladové vrstvy pre-Sertoliho

buněk jx  Íropz.ccz/í.s.  Byl  vyzkoušen  i  tzv.  Matrigel,  který  se  s  úspěchem  pouŽívá  pro  kultivaci

kolonií lidských embryonálních buněk. V našem případě, ale kolonie k tomuto podkladu nepřisedly

a postupně odumíraly. Poslední možností bylo kulturu X  Íropz.ccz/j.s chemicky rozrušit tak, aby došlo

i  k  disociaci  kolonií  a  vznikla  tak  smíšená jednobuněčná  suspenze.  Tato  suspenze  by  se  poté



separovala pomocí FACS dle velikosti buněk. Bylo vyzkoušeno několik činidel včetně konvenčních

enzymů jako je trypsin či kolagenáza, ale bez úspěchu. I relativně nové enzymatické směsi Accutase

a Biotase, které se úspěšně používají u kolonií hESC, nevedly k úplné disociaci kolonií zárodečných

kmenových buněk.  Jediným úspěšným enzymem byl nakonec papain a s jeho pomocí  se daří tyto

kolonie kompletně disociovat s minimální ztrátou buněk a následně separovat pomocí FACS.

Posledním úkolem diplomantky byla optimalizace podmínek transfekce buněk X  Íropz.cc7/z.s.

I  tento  problém  byl  nakonec  vyřešen  a byly  úspěšně  transfekovány, jak pre-Sertoliho  buňky,  tak

vytříděné zárodečné kmenové buňky X /ropz.ccz/z.§ pomocí lipofekce.

Z   metodického   pohledu  musela  diplomantka  zvládnout   spektrum   technik   sahající   od

amplifikace vektorů v bakteriích přes kultivaci různých typů buněk až po jejich transfekci. Na tomto

místě musím podotknout, Že diplomantka pracovala samostatně a svědomitě. Byla schopná získané

výsledky kriticky hodnotit a uspořádat. Vytčené cíle byly splněny a výstupy z této diplomové práce

budou  po  doplnění  některých  experimentů  součástí  publikace.  Diplomová  práce  je  členěna  dle

požadavků katedry a Monika jí  sepsala  samostatně.  Na základě výše uvedených fáktů doporučuji

tuto práci k přijetí a přikláním se k hodnocení známkou výbomě.

V Praze dne  16. 9. 2009
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