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Shrnuti diplomové price

Predlozend diplomovd prace se zabyvd studiem tlohy mikrovesikuli u lidskych
embryondlnich kmenovych bufiek. Primarnim cilem prace je zjistit, zda kultivované embryonalni
kmenové buiiky viibec mikrovesikuly produkuji a pokud ano jaky je jejich aktivni obsah. Odvozenym
cilem pak ma byt zjisténi, zda mikrovesikuly maji né&jaky vliv na proliferaci a diferenciaci
emryonalnich kmenovych buné¢k a zda nejsou moznym mechanismem transportu signalnich proteinii
postradajicich sekre¢ni sekvenci, jako je napf. fibroblastovy ristovy faktor.

V prvni fazi se diplomantka soustfedila na izolaci mikrovesikulti z kultivaéniho media
kondiciovaného lidskymi emryondlnimi buiikami. Na extrahované proteinové frakci pak provadéla test
na piitomnost fibroblastového ristového faktoru pomoci imunoelektroforetické analyzy. Proteinova
frakce byla také rozseparovina na dvou-dimensionalni elektroforéze a charakterizovana pomoci
hmotnostni spektrometrie. Pro uréeni ptitomnosti mikrovesikulf, diplomantka vyvinula origindlni
zpisob jejich fluorescenéniho znaceni. Za vyuziti pritokové cytometrické analyzy se diplomanka
snazila charakterizovat pocet ¢astic produkovanych buiikami v pritb&hu &asu, uréit dobu potiebnou
k jejich externalizaci, polocas rozpadu, stejné jako ztraty zpusbené riznymi metodami izolace.
V posledni fazi projektu pak diplomantka testovala vliv mikrovesikulG na proliferaci a diferenciaci
emryonalnich kmenovych bunék

Poznamky k predloZzené praci

Formdlni nedostatky
Ackoliv je text pfehledné a logicky &lenén je &asto obtizné se v ném orientovat. Tato skute¢nost je
predevsim dana vynechavanim ptidavnych jmen ve vétach, napi.

Str. 9. Cile préace: ,Najit vhodny izolaéni postup” — &tendf uz se bohuZel nedozvi &eho.
Dovtipit se sice Ize, ale ndhravé to spekulacim a moznym nedorozuménim. V odbornych textech by se
véty méli dokoncovat.

Osobné bych se snaZil v odbornych textech vyvarovat pozndmek typu ,.... i kdyZ osobn& bych

------ 46

preferovala poeti¢t&jsi nazev .....

Jazyk a sloh je neurovnany, autor zbytetné pouzivé cizich slov namisto vhodnych &eskych
ekvivalentfi, napf. ,,Nebyla nastavena z4dna ,,gate

Dotazy a pozndmbky:

1) Diplomanka popisuje, Ze v mikrovesikulech byla sice detegovana RNA, ale Ze jeji mnoZstvi nebylo
dostate¢né pro analyzu pomoci PCR. Zajimalo by mne, co si diplomantka mysli o moznosti analyzy
RNA izolované z mikrovesikuld pomoci hmotnostni spektrometrie.



2) Velkym ocekdvanim od hmotnostné spektrometrické analyzy bylo potvrzeni piftomnosti proteini
signalnich drah, jako napt. FGF-2, TGF b, BMP-4 nebo Wnt. BohuZzel vSak ani jeden z nich nebyl
pomoci hmotnostni spektrometrie identifikovan. Souhlasim s diplomankou, Ze nejvétsi omezeni plyne
z separace proteinové frakce pomoci 2D elektroforézy a chtél bych doporudit zopakovani experimentu
na systému LC-MS/MS.

3) Problematickou &asti projektu se také ukazala analyza na priitokovém cytometru. Zde bych chtel
doporugit provedeni analyzy pomoci techniky dynamického rozptylu svétla, které neyZzaduje
fluorescenéni znadeni a pozadované informace miiZe byt ziskana s daleko vétSi spolehlivosti.

4) Chtél bych také doporuéit vizualni kontrolu stavu mikrovesikulii po jednotlivych purifikacnich
krocich pomoci elektronové mikroskopie. Tato analyza navic miZe poskytnout nezavislou informaci
o velikosti, tvaru, ale i po¢tu mikrovesikulii.

Hodnocent prdace

Jak je patrné z diplomové prace, naplnéni cilii vyzadovalo od diplomantky aktivni zvladnuti
sirokého spektra experimentélnich metod a kreativni a samostatny zplsob prace. Osobné tuto
praci povazuji za velmi nadprimémou. Diplomovou praci Be. Ivy Kubikové doporucuji k
obhajobé a hodnotim ji jako vybornou.

V Ceskych Budgjovicich 30. ledna 2007 Lukas Trantirek, PhD.
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Oponentsky posudek na diplomovou praci
Autokrinni signalovani u lidskych embryondlnich kmenovych bunék

{’Xutorka: Iva Kubikova
Skolitel: doc. Ing. Petr Dvoiak, Csc.

Téma diplomové prace je velmi aktudlni. Autorka se v praci zabyva zakladnim
vyzkumem lidskych embryonalnich kmenovych bunék (hESC), jeZ jsou objektem
intenzivniho z4jmu jak védecké, tak i laické vefejnosti, pfedevsim kvili jejich potencilni
medicinské vyznamnosti. Zaméfuje se na molekularni mechanismy signalnich drah
regulujicich mimo jiné i sebeobnovu, proliferaci a diferenciaci hESC. Mikrovezikuly
uvoliiované butikami do média mohou obsahovat n&které riistové faktory a zprostredkovavat
autokrinni signalovani bunék.

Prace ma 40 stran a je ¢lenéna obvyklym zpiisobem. Uvod do problematiky je obsahly
a piehledny. Pouzité metody jsou popsany velmi detailng. Vysledky a diskuse jsou uvedeny
stru¢né a jasné, s mnoZstvim nazornych vyobrazeni. Seznam literatury obsahuje 91 citaci.
Jediné, co jsem v praci postradala, byly zavéry obsahujici odpovédi na jednotlivé cile prace.

Konkrétnimi tikoly diplomové prace bylo: 1) zjistit, zda hESC za b&znych kultivaénich
podminek produkuji mikrovezikuly, 2) najit jejich vhodny izolaéni postup, 3) identifikovat
aktivni obsah mikrovezikuli s diirazem na signalni molekuly s neznAmym zpiisobem
externalizace a 4) zjistit, zda mikrovezikuly ovliviiuji proliferaci a diferenciaci hESC a zda se
podileji na udrzovani mikroprostiedi uvniti kolonie.

Tyto ukoly byly v zdsad€ splnény. Autorce se podafilo zavést vhodnou metodu pro
izolaci mikrovezikul produkovanych burikami do kultivaéniho média. Ocetiuji volbu
metodiky pro velice obtiZnou analyzu proteinové slozky izolovanych mikrovezikuli. Pomoci
kombinace dvou riznych technik hmotnostni spektrometrie se podafilo i pies vysoky obsah
bovinniho albuminu pochézejiciho z kultivaéniho média identifikovat nékolik proteint
pochazejicich pravdépodobné z mikrovezikuli, nap¥. kolagen typu X, annexiny typu Il a V,
kofilin a G-protein. Nebyl nalezen zadny z ofekavanych proteint signalnich drah, FGF-2,
TGF-B, BMP-4 ¢i Wnt, autorka vSak piesvéd¢ivé diskutuje pravd&podobné technické priciny.

Piinosem préce je vyvinuti techniky pro fluorescenéni vizualizaci mikrovezikulti.
Poprvé tak bylo prokdzano, ze mikrovezikuly jsou produkovény lidskymi embryonalnimi
kmenovymi butikami za béznych kultivaénich podminek. Zaroveri byl u nich detekovan
pozitivni signal na FGF-2, annexin V a nukleové kyseliny, ukazujici na aktivni obsah
mikrovezikulti. Z kultiva¢nich experimenti vyplyva, Ze aktivni slozky mikrovezikuli maji
positivni vliv na mikroprostiedi uvnit kolonie, ale pfesto je k udrzeni proliferace a
nediferencovaného stavu embryonalnich kmenovych bun&k zapotiebi jesté dalsich signalnich
molekul, napf. microRNA, antisense RNA, ¢i nedavno objevené SPARC proteiny.

PiedloZend prace je vynikajici. Je dobfe dokumentovéna a vyborn& napsana.
Domnivam se, Ze diplomova prace naplnila zadani a feSeni tématu a doporuduji proto jeji
prijeti.

V Praze, 26. 1. 2007 /- N
"RNDr. Katetina Glogg:rybva,} Ph.D.
Odd. kmenovych bunék, UEM AV CR



