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OPONENTSKY POSUDEK

doktorské diserta¢ni prace MUDr. Petra Uhra: “ MozZnosti a vyznam prodlouzené kultivace
embryi*

Doktorska diserta¢ni prace MUDr. Petra Uhra: *“ MozZnosti a vyznam prodlouZené kultivace
embryi™ byla vypracovana v ramci doktorandského studijniho programu Gynekologicko-
porodnické kliniky Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni pod vedenim $kolitele
Doc.MUDr. Zderika Rokyty, CSc.

Disertace byla pfedlozena ve formé vazaného svazku o 124 stranach, z nichz 81 stran
tvofi vlastni textovou ¢ast, k niz je pfipojeno 6 piiloh, obsahujicich kopie védeckych
publikaci, v nichz je dr.Uher autorem nebo spoluautorem.

Autor si po kratkém uvodu stanovuje cile své prace : v rdmci souc¢asnych technik
asistované reprodukce potvrdit vyhody a vhodnost prodlouzené kultivace embryi do stadia
blastocysty pii vyuziti vysledkl vlastniho vyzkumu a mnohaletych zkuSenosti
s preimplanta¢ni diagnostikou a genetickou analysou, jakoz i s kultivaci embryonélnich
kmenovych bungk.

Prvni ¢ast prace shrnuje soucasné poznatky o vyvoji embrya od stadia ooocytu pies zygotu
k blastocysté a k nasledné implantaci. Déle se autor zabyva vyznamem a vyuzitim
prodlouzené kultivace a otdzkami selekce embryi a analysou kultivacnich medii,
preimplantaéni genetikou a diagnostikou a otazkami derivace embryondlnich kmenovych
bunek.

Druhd ¢ast prace je vénovana vysledkiim vlastniho vyzkumu a je rozdélena do ¢tyfech
tématickych okruhu.

Autor nejprve uvadi vysledky studia interakci embryonalnich a hematopoetickych kmenovych
bunék. O snahach optimalisovat podminky jejich kultivace. Popisuje detekci markeru CD 34
metodou pritokové cytometrie, kokultiva¢ni metodu a imunocytochemicou metodu kontroly
diferenciace Diskutuje o problémech rozdilnych vlastnosti kmenovych bunék u rtiznych druht
savc.

Autor dale odpovida na svoji otazku, zda jsou tiidenni zarodky podle morfologickych
kriterii vhodné k transferu a uvadi své zkusenosti z genetického vysetieni 470 pacientek a 30
vySetfeni sedmi signifikantnich chromosomii — shoda mezi tii a pétidennimi embryi byla
34%. Studie prokazala vé&tsi pravdépodobnost ot€hotnéni pfi vy$sim poctu ziskanych vajicek
a poukazala na problémy morfologického vybéru embrya ve tfetim dni a vyhodu prodlouzené
kultivace.

V dalsi ¢asti se autor zabyva piinosem kultivace, prodlouzené do stadia blastocysty. Ve
sledovaném souboru byly Zeny vy$siho véku a bylo dosazeno 30% uspéSnosti proti 15%



v némeckych statistikach a pfi mensim poctu transferovanych embryi a tim snizeni poctu

vice¢etnych te¢hotenstvi. Autor tim potvrdil pfednosti a vhodnost této prodlouZené kultivace.

Za velmi vyznamné povaZuje oponent vysledky studia o zvySovani efektivity a spolehlivosti
preimplanta¢niho genetického screeningu metodou rehybridisace pomoci subtelomerickych
sond. Autor zde hodnoti pfinos tfetiho kola hybridizace u nejasnych vysledkl predchozi
analysy. Uvadi vysledky analys u 702 embryi z nich vyplyva strategie, zahrnujici v prvnim
kole hybridizace pé&ti chromosomu (X,Y,13,18.21) a v druhém kole dvou chromosomu 16 a
22). U nerepresentativnich vysledkt doporucuje autor rehybridisaci, ktera objastiuje kolem 95%
nejasnych pripadi.

V kapitole ,.Zavéry pro praxi a vyhled do budoucna® zdliraznuje autor, Ze transfer embrya
ve stadiu blastocyty zvysuje efektivitu 1é¢by neplodnosti, zvlasté u zen vyssiho véku. Je také
¢asové vyhodny pro provadéni genetické analysy a pro upravu kultiva¢nich medii a je tedy
bezesporu piinosem pro studium mechanismti bunééné pluripotence a diferenciace,

Autor ovsem také spravné upozorfiuje na mozné vedlejsi u¢inky prodlouZené kultivace
k nimz patfi vlivy epigenetické, a problematické mozné vlivy prodlouzeného pobytu
v kultiva¢nim mediu event. mozny vliv na dysbalanci pohlavi embryi. Autor se zav€rem
zamysli nad slibnym rozvojem modernich biochemickych metod, které mohou piispét
k neinvazivnimu stanoveni viability embryi a povedou k technice ,life cell monitoring*, ktera
umozni detailn&jsi poznani zakonitosti ¢asného vyvoje zarodku.

Kapitola “Literatura* obsahuje imposantni seznam vice nez 200 citaci nejmodernéjsiho
pisemnictvi, vétsinou citovaného také v textu disertace. Je pochopitelné, Ze v tak mladém
oboru, jakym je asistovana reprodukce, jsou studovany a citovany prace kolem ptrelomu
tisicileti a to hlavné anglicka literatura. Pfesto se oponent domniva, Ze by pro lepsi
pochopeni vyvoje soucasného stavu, bylo vhodné uvést i citace klasickych praci z druhé
poloviny 20.stoleti . V tak dilezitém spise ¢eského autora bych také ocekaval vice citaci
¢eskych praci.

V zavéru disertace zatradil autor dokumentaci ve formé tabulek, schemat a obrazku. Jde
celkem o 13 stran obrazového materiélu, graficky bezvadného a odpovidajiciho na odkazy
v textu. Vynikajici a originalni je perfektni fotograficka dokumentace ¢asnych embryi
v ruznych stadiich vyvoje az po stadium blastocystové.

Souhrn vysledki celého dila je zafazen ve formé &eského a anglického abstraktu na samy
pocatek celého spisu.

Samostatnou ¢ast disertace tvoii ,,Piilohy*, obsahujici kompletni kopie Sesti védeckych
publikaci, v nichZ je dr.Uher tfikrat prvnim autorem, u ostatnich t¥f spoluautorem. Ctyfi prace
vysly jako $pickové publikace s celkovym impakt faktorem kolem IF-9 a byly Casto citovany
v odborném tisku. Tématicky jde zejména o praci, dokladajici dulezitost rehybridisace u
nejasnych vysledkii pouzitim telomerickych sond, dale o prace o selekci vhodnych spermii, o
moznostech dediferenciace dospé&lych kmenovych bunék kokultivaénim systémem a prace o
mutaci leukemického inhibi¢niho faktoru u sterilnich Zen.

Viechny tyto publikace, fe$ici vyznamnou velice aktuelni problematiku vysly
v prestiznich a serosnich ¢asopisech, kde prosly pfisnym oponentnim fizenim, a proto k nim
nema recensent zadny kriticky komentaf, jen podékovani za vzornou representaci nasi v&dy.

Tolik tedy k vysledkim predloZené disertace. Neni nejmensich pochyb, ze predlozena
disertace fesi vysoce zavaznou a aktudlni problematiku asistované reprodukce V dob¢
explosivniho vyvoje této problematiky dostdva celd prace charakter nejen znaéného
vyznamu pro klinickou praxi, ale i zna¢ného vyznamu obecné biologického, protoze fesi
nej$irsi mozny okruh otdzek od morfologickych po molekularné¢ imunologické a dokonce
etické. Celou Sirokou problematiku fesi sofistikovanymi metodikami, v klasické morfologii
ojedinélymi.



Je nespornou zasluhou autora, Ze dokazal perfektne skloubit svij Siroky zajem o
otazky klinické s modernim pojetim molekularné biologickym a Ze tak mohl dojit k fadé
prioritnich nalezii. Prace jako celek se tak stava distojnym pfispévkem k mezindrodné
uznavanym uspéchiim ceské biomediciny a zaslouZila by si preklad do ciziho jazyka.

Je oviem jen piirozené, Ze &tenafe celého dila napada fada doplriujicich poznamek a
otazek k vysledkiim autorova vyzkumu. Dovoluji si uvést nektere:

Prvni poznamku jsem uvedl vy3e uZ pfi komentaii k seznamu pisemnictvi a pfimlouvam se
0 jeho rozsiteni o prace klasické a o prace Ceskych autori. Druha poznamka je spiSe
terminologického charakteru a tyka se ponékud rozdilného pohledu na ¢asnou embryogenezu
clovéka v pojeti klasickych embryologi. V disertaci se totiz neobjevuje termin morula, tedy
tii- az &tykdenni stadium rozryhovanych blastomer, z n€¢hoz kavitaci a postupnym mizenim
zony pellucidy se vyviji ( nehezky autoriiv anglismus “hatchuje®) blastocysta s perifernim
cytotrofoblastem (trofoektodemem) a vnitfnim embryoblastem.Je moZné toto pojeti upfesnit?

Dalsi pozndmka se tykd epigenetické problematiky bun&nych interakci. Souhlasim s
autorem, Ze pii prodlouZené kultivaci dochazi ke stdle komplikovanéjsim epigenetickym
vztahim mezi jadrem a cytoplasmou blastomer. Jsou n&jaké zkuSenosti napf. s transferem
cytoplasmy mezi riznymi stadii blastomer?

Uvedené poznamky nejsou v Zadném piipadé min&ny kriticky, ale maji jen usmérnit
diskusi nad vynikajicim dilem a pfispét namétové k daldimu béadéni autora Po strance
obsahové nelze totiz disertaci vytykat n&jaké chyby v interpretaci jeho studia — kone¢né fada
dilg¢ich vysledka byla ptednesena na odbornych sjezdech a jeho zdsadni prace byly
publikovany v seriosnich impaktovanych c¢asopisech, kde prosla recensnim fizenim
odbornikdl. Z naseho kratkého vy&tu vysledk a poznamek také nevyplyva, kolik mravenci
prace autor musel vynalozit, aby v zaplavé stovek preparati a experimentti  dospél
k piedlozenym zavérim. Préce je psana s precisni peclivosti a dobrou CeStinou.a stane se
zcela urdité zakladnou pro daldi studium této zdvazné problematiky nejen autora, ale dalsich
badateld.

Zavér

Predlozena doktorska disertatni prace disertaéni prace MUDr. Petra Uhra: *“ MozZnosti a
vyznam prodlouzené kultivace embryi“ je vyznamné dilo, které znacné roz§ifuje nase
dosavadni znalosti zkoumané a vysoce aktualni problematiky a je tedy duleZit¢ nejen
z hlediska klinického, ale i obecn& biologického a pro svijj eticky dopad i humanitarniho.
Autor prokazal schopnost k samostatné védecké préci, kterd mu umoZnila dosahnout fady
prioritnich vysledkd a obohatit tak nejen nasi, ale i svétovou odbornou literaturu. Z téchto
diivodi oponent doporuduje piijmout piedloZenou disertaci a po jeji obhajobé navrhuje udélit
védecko-akademickou hodnost ,,philosophiae doctor* (PhD).
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