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,Metody buné&né analyzy pro studium a charakterizaci lidskych buné&&nych linii*

Predlozena praca sa zaobera vyvojom dihodobych kultivaénych postupov pre nove
kultiva&ne naro&né bunkové linie. Ako konkrétne bunky boli vybrané fudské granulézove
bunky (GCs), ktoré sa nachadzaju v Graafovych folikuloch vaje&nikov. Samotna populéacia
granulézovych buniek bola ziskana od Zien, ktoré podstupovali fertilizaciu in vitro.

Autorka na riedenie tejto Glohy pouzila techniky izolacie, separéacie, kultivacie, ex vivo
expanzie, identifikacie a charakterizacie granulézovych buniek fudskych Zenskych ovarii.

Autorke sa podarilo tpine spinit’ ciele, ktoré si zadala. Vedecka hodnota prace je
podfa mdjho nazoru znaénd. Zavedenie novych postupov pri rie§eni &iasto&nych problémov
hodnotim z hfadiska poznania a jeho zavedenia do laboratémej praxe vysoko:

i) Zistenie, Ze transport buniek po ich odobrati je potrebny pri 37°C predstavuje
prelidium Gspe&ného rieSenia danej tlohy. Pokial viem, iné pracoviska tento
problém nemaju — bunky sa kultivuji po odobrati priamo ,v dome".

ii) Pouzitie ziskanej folikuldme;j tekutiny pre zaloZenie primokultdry je ¢in pioniersky
a velmi elegantny. Samotna folikularna tekutina pouZita pri transporte je
pravdepodobne dal&im z faktorov, ktory je potrebny pre zaloZenie takejto kultary.

iii) Mnozstvo titracii pre najdenie optimaineho spdsobu kultivacie granulézovych
buniek, krizové kontroly ako aj vyvodenie zaverov pre dalsi postup pre mia ako
posudzovatela vyvolalo dojem hibokej spletitosti, ktorej je tazko porozumiet.
Musim ale priznat, e vdaka prehfadnému spracovaniu s jednozna&nymi zavermi
sa tato spletitost postupne stratila a premenila sa na prijemné zistenie: Ved ja
tomuto rozumiem!

iv) Autorka zviadla aj techniky fenotypizacie buniek prietokovou cytometriou,
imunocytochemické stanovenia, metédu kvantitativnej PCR (pre stanovenie
mRNA gonéadotropnych receptorov, dizky telomér) ako aj stanovenia karyotypu.

V zozname priloh je Mgr. Lenka Brii&kova uvedena ako prva autorka 3 publikacii. Prva
2z nich v Journal of Assisted Reproduction an Genetics (impact faktor 1,253) z roku 2011
predstavuje uré&ite povzbudenie v jej vedeckej drahe.

Vzhtadom na to, Ze povinnostou oponenta je klast otazky, dovolim si ich niekofko
polozit:

1) Na str. 73 je uvedena veta: ,Oocyt bol odstraneny spolu s tenkou vrstvou
kumularnych buniek”. Moja otézka znie: Ako?

2) Folikularna tekutina obsahuje glykosaminoglykany —chondroitin sulfat, dermatan
sulfat, hyaluronan a heparin. Préve tieto molekuly sa podiefaja na tvorbe
medzibune&nej matrix, adhézii buniek, komunikacii medzi bunkami a matrix,
migréciou buniek, bunkovou proliferaciou a aktivaciou receptorov pre rastové faktory
(str. 85), Nebolo by vhodné otestovat pridanie zmesi glykosaminoglykanov do média
a sledovanie takéhoto pridania na potenciaciu rastu GCs po iniciacii tkanivovej kultary
pri vymene médii?




3) Bunky v tkanivovych kultarach boli inkubované v pritomnosti FCS, ktoré pri vy88ich
koncentraciach neumozfiovalo/inhibovalo ich rast. Pri kultivaciach fudskych
mezenchymovych buniek vyuZivame miesto pridania FCS dostitkovy/trombocytarny
extrakt (PE — platelet extrakt), pripraveny z izolovanych trombocytov. | ked to nebolo
ciefom prace, neuvaZovalo sa o otestovani pridania PE pri kultivacidch GCs buniek?

4) Ako je mozné vysvetlit, Ze pridavky IGF-1, ITS ako aj VEGF nemali na proliferaciu
GCs in vitro vyznamny vplyv (str. 80), hoci sa vyznamnym spdsobom in vivo do nej
zapajaju?

5) Na str. 96 len drobny komentar: Amfotericin B nie je antibiotikum ale antimykotikum.
V &om mohol spoéivat jeho inhibiény efekt na rast GCs? Teda zvy$ovanie a nie
znizovanie DT ako je nespravne uvedené. :

8) Na str. 115, obr. 55 je uvedeny pozitivny ddkaz FSH-R metédou WB pri GCs
v rdznych pasazach, pri pouZiti nadorovej linie COV 434. Musim sa priznat, Ze dana
pozitivita pre FSH-R mi pripada v porovnani s pozitivitou pre iné proteiny na obr. 56
velmi slaba a2 negativna. Aké je zdévodnenie takejto interpretécie vysledku?

7) Pri kultivaciach GCs od 52 pacientiek boli izolované granul6zové bunky (GC8), ktoré
rastii trojnasobne dihsie a s kratSou dobou DT (str. 122). Z pohfadu klinika by som
takito pacientku odporugil dispenzarizovat a pravideine monitorovat. Neviem
samozrejme posudit riziko vzniku nadoru, ktory ale patri k terapeuticky zle
ovplyvnitefnym a tym prognosticky vefmi zlym druhom zhubnych nadorov.

8) Na str. 82 v texte pod obr. 30 je: ,u dvouch pacientl“, na str. 84 v tab. 9 je ,pacient 1,
pacient 2, pacient 3. Domnievam sa, Ze vzhfadom na to, Ze ide o analyzu buniek z
vaje&nikov, spravne by malo byt pacientka, resp. pacientok.

9) A na koniec véeobecna otézka vychadzajlica zo zéveru na str. 123: Akym spdsobom
by sa dali v budiicnosti vyuZit poznatky ziskané kultivaciou GCs pri lieGbe pri€in
neplodnosti?

Zaverom by som chcel dodat, Ze predioZena praca dokladuje schopnost autorky uspesne
rieit zloZité vedecké problémy, vyuZivat Sirok $kalu najmodernejsich postupov a pristupov
a tvorivym pristupom vyvijat nové. Dizertantka spinila vetky vytyZené ciele. Autorka dospela
k zaujimavym a vedecky hodnotnym vysledkom. Jej vedecka a publikaéna aktivita je

v sulade s poziadavkou pre uspe&né ukon&enie postgraduéineho Studia ako uspesné
obhajenie dizertaénej prace spolu s udelenim titulu PhD.

Vzhfadom na vyésie uvedené odpori&am prijatie prace na obhajobu.

V Bratislave dia 01.06.2012

A
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Nazev prace: Metody bun&&né analyzy pro studium a charakterizaci lidskych

bunéénych linii

Soutasn4 biologie a biomedicina stavi na po dlouhé dekédy vyvijenych
postupech in vitro kultivace a charakterizace bunék rozsahlého spektra Zivogichd,
véetné Elovéka. PredloZena disertaéni prace spada do této oblasti vyzkumu a
zabyva se nalezenim postupl pro izolaci, diohodobou in vitro propagaci a
fenotypizaci granuléznich bun&k lidského ovaridiniho folikulu ve stadiu ovulace.
Jedna se bezpochyby o atraktivni téma vzhledem ke stéle rostoucimu poctu parQ
trpicich poruchami plodnosti.

Diserta&ni prace sestava ze dvou celkl — viastniho textu prace a souboru
informaci o publika&ni aktivité disertantky zahrnujiciho také kopie tfi disertantkou
publikovanych praci. Je k velké 8kodé, Ze textova Cast prace poskozuje jinak
védecky velmi kvalitni dilo. Jsem pfesvédcen, Ze problematicky obsah a celkova
podoba textu je diisledkem konfliktu mezi nazvem a opravdovym védeckym obsahem
diserta&ni prace. Prace v Zadném pfipadé prace nevyviji nové metodologie ¢i
pistupy, ty jenom pfebira a aplikuje na autorkou zvoleny buné&ény typ s cilem
odpovédét na védecké otazky. Z pohledu reainych védeckych otazek tak ,Teoreticka
gast* obsahuje veskrze nezajimavé / nevédecke adaje o existujicich pfistupech
v bun&&né biologii. V této podobé& by mohla byt skriptem pro bakalafsky kurz, nikoli
v&ak zasadnim, v&decké otazky navozujicim, elementem diserta&ni prace.
Skute&nost, e ,Manualy pro riizné aplikace obsahuji postupy,,,.* (strana 29), popis
principu PCR (strana 32), popis prace s Burkerovou komurkou (strany 33-34) a
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zéplava dalSich informaci tohoto typu ani naznakem neuvadi &tenafe do skutetné
fesené védecké problematiky. Na tuto &ast navazuje podobné nezajimavy popis
struktury a funkce folikulu, ktery se svym obsahem nedostéva za hranice znalosti
uebnicovych zakladd histologie a fyziologie. To nejduleZit&jsi, soutasny ,state-of-
the-art* v izolaci, kultivaci a chovani granuléznich bun&k rliznych ZivogiSnych druhii a
zejména &lovéka, zistava zcela nedotgen.

Posun spravnym smérem piinasi aZ &ast ,Vysledky a diskuse®, ktera &tenafi
predklada, alespon v roztfisténé podobé, v tvodu chybagjici informace. Piedteni této
gasti &tenafe kone&né piesvédéi o rozsahu a védeckém pfinosu realizovanych

experiment(l. Ve svétle obecné narognosti manipulace s primarnimi bufikami a jejich
kulturami je pfinos disertantky k vyvoji postupli a podminek podporujicich in vitro rust
granuléznich bun&k &lové&ka nezpochybnitelny. Jisté je, Ze experimentalni uspéch
disertantky je alespoi &aste&né odvisly od Sirokého spektra aplikovanych
metodologickych pfistupli. Souhrnné Ize fict, Ze prace adresuje vyznamné biologické
fenomény a vysledky v ni obsaZené vyrazné posouvaji nade poznani v dané,
medicinsky zavaZné, oblasti.

K praci mam jest& nasledujici drobné komentare a néméty k diskusi:

-V praci je opakované (napf. strana 24) pouZit termin embryonaini bufiky, co je
timto terminem minéno?

- Jaky ptivod mé obrazek 13 na stran& 28 — neni uvedeno.

- Prog jsou v &eském textu vioZeny obrazky s anglickym popisem (napf, 5, 9,
17)?

- Od kolika darky# byly granul6zni bufiky ziskany? Strana 53 uvadi 42 Zen,
strana 72 uvadi 52 Zen.

- Ma vepf ovéaria? Viz strana 72.

. Strana 80 — ,Obecné ITS podporuje rist bun&&nych linii....“. Rostou buiiky a
NE buné&éné linie, nutno pfesné formulovat!

- Strana 82 — Kultiva&ni plocha a hustota bun&k jsou dva snadno oddéiitelné
parametry. Méla velikost plochy vliv na rist bunék i pfi jejich shodné hustoté?
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- Strana 88 — ,velké, roztahle, ....... , pomalu se d&lici buiiky tzn. diferencované

bufiky" — Z &eho autorka odvozuje Gdaj o diferencovanosti? Granul6zni buiiky
jsou ve skutku jiz diferencované.

- Strana 92 dole — Jaky zavaZny poznatek byl ziskan srovnanim primarnich
bun&k a bun&k pouité nadorové linie? |

- Strana 96 dole — ,Rozdily mezi jednotlivymi vzorky byly zptsobeny ....." —
Existuji data, ktera dokladaji takto vyfeny kauzélni vztah?

- Strana 103 dole — ,Né&které zmé&ny jsou zpusobeny...." — Udaje tohoto typu
vyZaduiji relevantni citace. Ma autorka takové?

- Strana 116 — Bun&é&né typy se mohou dramaticky lisit v expresi riznych
molekul, v&etné& t&ch analyzovanych zde, jakékoli odvozovani nadorovosti
z t&chto omezenych dat je tedy zcela nespravne.

- Je mo2né docilit dal&iho zlep$eni kultivanich podminek pro granulézni buriky.
Pokud ano, tak jakym smérem je nutno se vydat?

Celkové, diky kvalité experimentainich dat, hodnotim pfedloZenou
disertaéni praci jako solidni dilo, které Ize doporuéit k obhajob&. Souéasné
navrhuji, aby byl disertantce na zakladé Gspésné obhajoby udélen akademicky

titul Ph.D.
v Brné dne 6. ¢ervna, 2012 Doc. MVDr. Ale$ Hamp
pfednosta Ustayu
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