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skolitelsk)" posudek na diplomovou praci Be. Moniky Sidové, "Transfekce
kmenovych a jinych testikularnich bunék Xenopus tropicalis"'.

Monika Sidova svou diplomovou praci vypracovala v Laboratofi vyvojové biologie na
Katedie buné¢né biologie PiF UK Praha. Nasi laboratofi se podafilo uspésné zalozit dlouhodobou
primarni kulturu juvenilnich bun€k varlat Xenopus tropicalis. Builky této kultury vykazovaly
morfologické vlastnosti pre-Sertoliho bunék, jejichz vyzivovaci vrstva umoziuje dlouhodobou
kultivaci kolonii zarode¢nych kmenovych bunék. Cilem diplomantky byla optimalizace postupt
prace se zarode¢nymi kmenovymi buiikami této kultury, ktera je dilezitd pro budouci vyzkumy nasi

laboratofe.

Hlavnim tkolem Moniky Sidové bylo oddélit jednotlivé bun&éné typy od sebe, aby bylo
mozno kdykoliv ziskat Cistou populaci zarodecnych kmenovych bun€k pro dal$i experimenty.
Piesto, Ze se nabizelo hned nékolik pfistupt, ani jeden z nich nebyl v praxi vibec jednoduchy. Prvni
moznosti byla pfiprava bunétné linie pre-Sertoliho bun¢k deficientni v thymidin kinaze. Tyto burky
by slouzily jako podklad pro kultivaci zarode¢nych kmenovych bunék, ktery by bylo mozno
kdykoliv odstranit pomoci selekce HAT médiem. TK™ builky se sice podafilo pfipravit a kultivovat

n&jakou dobu, ale jejich kultura byla natolik citliva vii€i riznym zasahtim az byla ztracena uplné.

Druhym piistupem bylo mechanické pfenaseni kolonii zarode¢nych kmenovych bunék, které
se ukazalo jako nevhodné vzhledem k tomu, Ze kolonie jsou smiSené a rigidni vii¢i mechanickému
rozruSovani. Ukézalo se také, Ze kultivace kolonii neni mozna bez podkladové vrstvy pre-Sertoliho
bundk X. tropicalis. Byl vyzkouSen i tzv. Matrigel, ktery se s Gspéchem pouZziva pro kultivaci
kolonif lidskych embryonélnich bunék. V nagem pfipadg, ale kolonie k tomuto podkladu nepfisedly
a postupn& odumiraly. Posledni moznosti bylo kulturu X. tropicalis chemicky rozrusit tak, aby doslo

i k disociaci kolonii a vznikla tak smiSend jednobun&tna suspenze. Tato suspenze by se poté



separovala pomoci FACS dle velikosti bun¢k. Bylo vyzkouseno né€kolik ¢inidel v¢etné konvenénich
enzymu jako je trypsin ¢i kolagenaza, ale bez uspéchu. I relativné nové enzymatické smési Accutase
a Biotase, které se uspésné pouzivaji u kolonii hESC, nevedly k uplné disociaci kolonii zarode¢nych
kmenovych bunék. Jedinym uspéSnym enzymem byl nakonec papain a s jeho pomoci se daii tyto

kolonie kompletné disociovat s minimalni ztratou bunék a nasledné separovat pomoci FACS.

Poslednim ukolem diplomantky byla optimalizace podminek transfekce bun¢k X. tropicalis.
I tento problém byl nakonec vyfeSen a byly uspésné transfekovany, jak pre-Sertoliho buriky, tak

vytiidéné zarodecné kmenové buniky X. tropicalis pomoci lipofekce.

7 metodického pohledu musela diplomantka zvladnout spektrum technik sahajici od
amplifikace vektort v bakteriich pfes kultivaci rtiznych typt bunek az po jejich transfekcei. Na tomto
mist¢ musim podotknout, Ze diplomantka pracovala samostatné a svédomit€. Byla schopné ziskané
vysledky kriticky hodnotit a uspotadat. Vytéené cile byly splnény a vystupy z této diplomové prace
budou po doplnéni nékterych experimentli soucasti publikace. Diplomova prace je ¢lenéna dle
pozadavki katedry a Monika ji sepsala samostatné. Na zakladé vySe uvedenych fakti doporucuji

tuto praci k pfijeti a pfiklanim se k hodnoceni zndmkou vyborné.
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