Oponentsky posudek na bakalaiskou praci Martiny Jenikové s nazvem

Vliv etiocholanolonu na produkcei cytokini izolovanymi lidskymi lymfocyty

Uvodem bych rad pod&koval za moznost oponovat tuto praci, zvlasté proto, Ze se jednd o
praci, kterou vedl muj byvaly Skolitel, profesor Ladislav Jansky, do okamziku, neZ ho
v lonském roce postihla tragickd nehoda. Uvédomuyji si slozitou situaci, kterd tim studentce
Martin¢ Jenikové vyvstala. Zaroven smekdm pied rozhodnutim Mgr. Jana Okrouhlika, ktery
se posléze ujal vedeni této prace a vzal tak na sebe nelehké bifime.

V predlozené bakalaiské praci Martina Jenikova zkouma vliv steroidni latky
etiocholanolon, coz je metabolit muzského pohlavniho hormonu testosteronu, na produkci tii
cytokiniit IL-1B, TNF-o0 a INF-y izolovanymi mononuklearnimi burikami periferni krve
Cloveéka (dale PBMC). Je znamo, Ze etiocholanolon nevykazuje zadnou hormondlni aktivitu,
v n€kolika pracich byl vSak jednoznaéné prokazan jeho pyrogenni u€inek na clovéka (je
exogennim pyrogenem a po injekéni aplikaci vyvoldva horecku). Cilem této prace bylo v in
vitro podminkdch zjistit, zda se pyrogenni Uéinek etiocholanolonu realizuje nepiimo pfies
zvySenou produkei vyse jmenovanych cytokini, které jsou klasickymi endogennimi pyrogeny
a v podminkach in vivo indukuji nastup horecky.

Prace v rozsahu 36 stran je tradi¢né avSak piehledné ¢lenéna na tvod. pfehled problematiky,
kde je také definovan cil prace, dale na ¢ast materidl a metody, experimentalni vysledky
s pfitazenymi grafy, diskuzi a zavér.

V Uvodu autorka ve dvou odstavcich shrnuje vztah mezi cytokiny a jejich pyrogennimi
u¢inky a uvadi nas tak do problematiky horecky jako systémové odpovédi celého organismu.
Trosku zde postradam alesponi zminku o pyrogennim G¢inku zkoumané latky etiocholanolonu,
se kterym autorka experimentovala.

Cést Prehled problematiky povazuji za velmi pékné a hlavné pichledné zpracovanou, autorce
se zde dafi skloubit jednotlivé teoretické ¢asti problematiky cytokinu, horec¢ky a steroidnich
latek tak, ze ve vysledku pusobi piehled provazané a logicky vzhledem k celé praci a k cili,
ktery autorka na konci piehledu jasneé definuje. Velmi uspokojivé mnoZzstvi citaci v této ¢asti
sved¢i o autor¢iné dobré orientaci v literatufe. Zaroven se vsak autorka dopustila v citacich
mnozstvi nepfesnosti, zplisobenych vsak ziejme pouze nepozornosti. Namatkou:

- citace Paya et al., 1987 na str. 8 ve vyctu literatury na konci prace zcela chybi

- chybné uvadéné roky publikaci citaci vtextu a na konci v seznamu literatury
(Kobayashi et al., 1987 misto 1989 na str. 8, Freeman et al., 1977 misto 1997 na str. 12)

- zkomolena jména autorti at’ uz v citacich v textu ¢i v seznamu literatury (Cost,
Isaccs, Lugeshi)

- publikace Kluger a kol.v seznamu literatury uvadén dvakrat

- také protoze se jedna o praci psanou v ¢estin€, povazuji za vhodnéj$i nahradit
latinské ,.et al. “ v citacich ¢eskym vyrazem ,,a kol.”

Cast Materidl a metody: B&hem manipulace s krvi a kultivace bunék autorka zvlada praci
v aseptickych podminkéach a osvojuje si metodu izolace PBMC. Ke kvantifikaci cytokinu
vyuziva imunologickou metodu ELISA ,sendvicového™ typu s biotin-streptavidinovou
vazbou. K metodické ¢asti bych mél na autorku 3 dotazy:




- Sledovala autorka produkei cytokinii z izolovanych mononuklearnich bunék (tedy
jak lymfocytli tak monocyti), jak ve vétSiné textu uvadi nebo sledovala produkci pouze
izolovanymi lymfocyty, jak je uvedeno v ndzvu prace?

- Na str. 14 cituje z prace Dillarda a Bodela, ,,Etiocholanolon snadnéji vyvolava

hore¢ku u muzii nez u Zen.“ Pro¢ autorka nevyzkousela jako dobrovolné dérce ta‘léé,néjakfé
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muze? Bylo by jist¢ zajimavé porovnat v praci vysledky z obou pohlavi. s of e

- Na str. 19, ve vztahu k aplikaci etiocholanolonu, autorka pige .,(polo¢as rozpadu
steroidnich hormont se pohybuje v hodinach az desitkach hodin a jejich t¢inek se dostavi po
delsi dobé, proto byla zvolena doba inkubace 18 hodin)“. Toto tvrzeni je ale v rozporu
s faktem, Ze etiocholanolon Zadnou hormondlni aktivitu nema (jak sama ostatné na str. 14 a
podruhé na str. 26 uvadi). MiZe né&jak tento rozpor autorka vysvétlit?

V casti Experimentdlni vysledky uvadi autorka prehledné a jasné popsané grafy vysledné
koncentrace cytokint, které naméfila po 18. hodinach kultivace po aplikaci riznych davek
etiocholanolonu. Prezentuje zde také jednu ukazkovou kalibraéni kiivku pro cytokin IL-1{
(str.22), chybi vSak kalibracni kiivky pro cytokiny TNF-a a INF-y. Chee to autorka né&jak
komentovat? Také bych prosil autorku o vysvétleni popiskii jednotlivych grafii, konkrétné co
pfesné znamena ,,n* (tedy poCet méfeni) v piipadé méfeni produkce IL-1p a TNF-a a co
v piipadé méfeni produkce INF-y? Posledni vytka v této ¢asti sméiuje k faktu, kterého si je
autorka védoma, a to absenci néjaké dalsi kontroly bez metanolu, ¢imZ by byl potvrzen &i
vyloucen spekulativni vliv metanolu na produkci cytokint izolovanymi burikami.

V Diskuzi srovnava autorka své vysledky s dostate¢nym mnoZstvim jinych praci zabyvajicich
se pyrogennimi U€inky etiocholanolonu; vSechny tyto prace jsou viak publikovany v 50. a 60.
letech, kdy jesté nebyly ucinky cytokint pofadné zndmy a dané prace zkoumaji vliv tohoto
steroidu predev$im na zakladé fyziologickych zmén v organizmu v priibéhu horecky po
aplikaci této steroidni latky. Opét je zde uctyhodny podet citaci.

Zavér prace je strucny a jasny a v piipadé TNF-o a INF-y piind3i i statisticky prikazné
vysledky, avSak myslim si, Ze posledni tvrzeni .....pyrogenni uc¢inek etiocholanolonu se
nerealizuje prostrednictvim zvysené produkce cytokini IL-1B, TNF-o a INF-y.* je ponékud
unahleny vzhledem k tomu, Ze autorka méfila produkci cytokini pouze po 18 hodinach
kultivace. Na autorku mam je$t& tyto tfi otazky:

8 Pro¢ nevyzkousela autorka méfit produkei cytokinii po kratsi inkuba¢ni dobé po
aplikaci etiocholanolonu, napf. po Sesti hodinach? Pokud symptomy horecky
nastupuji jiz béhem 6 hodin po podéani etiocholanolonu, jak bylo prokazano
nékterymi pracemi, jeZ autorka cituje, tak v piipadé, Ze tak etiocholanolon &ini
prostiednictvim zminénych cytokini, musely by byt tyto cytokiny produkovany jiz
v této rané dobg, jelikoZ symptomy horecky jsou nasledkem jejich plisobent.

2. Napada autorku jest¢ jiny divod snizené produkce TNF-a mononuklearnimi
burikami nez vlivem glukokortikoidd jak uvadi v diskuzi? NaraZim zde na uskali.
které s sebou izolace PBMC pfinasi a souvisi to se zménénym pocetnim pomérem
lymfocyty/monocyty po procesu izolace PBMC (zabyvala se tim napf. prace
DeGrooteho z1.1992, kterda porovnava dvé metody kultivace mononuklearnich
bun¢k a naslednou produkei cytokini témito butikami, a to metodu izolace PBMC
s metodou, kdy nebyly butiky izolovéany, ale kultivovany piimo v nafedéné krvi).

a5 Ma autorka né€jakou piedstavu vyuziti ziskanych poznatkii at’ uz pro dalsi studium
¢i diagnostické ucely?

2



Zavérem: I pres urcité prvky, které tato prace, co se metodické stranky ty€e, postrada
(kontrola bez metanolu, méfeni produkce cytokinli ve vice Casovych intervalech, méfeni i
zmuzské krve) a coz ji tim padem cini ponékud povrchnéjsi a pies drobné formalni
nedostatky (obcasné preklepy v textu ¢i nesrovnalosti v literatuie), pfina$i prace nékteré jasné
vysledky a autorka nejenze prokézala schopnost samostatné planovat a provadét experimenty
s koneénym vyhodnocenim dat, ale prokazala také velmi dobrou orientaci ve védecké
literatufe. Tuto praci urCité doporucuji k obhajobé jako jeden z podkladi pro udé€leni

bakalarského titulu.
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V Ceskych Budéjovicich, 25.5.2008 Josef Vecera
oponent



