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Eliska Marsalkova predloZila bakalarkou praci fesici optimalizaci protokolu pro derivaci dendritickych
bunék (dale uvadény pod zkratkou DCs odvozenou z anglického nazvu ,dendritic cells“) z kostni dfené
a jejich srovnani s DCs ziskanych ze sleziny. ReSena problematika je z védeckého pohledu velmi
zajimava a aktualni, nebot DCs je v sou¢asné dobé vénovana vysoka pozornost a vysledky z této prace
mohou byt déle vyuZity k radé dalSich experimentd.

PredloZend prace ma rozsah 34 stran a svou strukturou a grafickou Upravou vyhovuje (s jednou
drobnou vyjimkou, viz dale) pozadavkiim vyplyvajicim z Opatieni prodékanky pro studium €. P1 o
predkladani bakaldrskych a diplomovych praci na Pfirodovédecké fakulté JU ze dne 15. 4. 2011. Prace
Uspésné prosla testem pro odhalovéani plagiati mezi zavéreénymi pracemi (Theses.cz), lze ji tedy
povaZovat za origindlni praci autorky. Prace ma klasické clenéni kapitol a je psana srozumitelnou
¢estinou s tnosnym mnozstvim preklepd a gramatickych chyb.

V Gvodu se autorka zabyva teoretickou Casti problematiky a podava literarni redersi, ktera ¢ita celkem
9 stran. Tato resersni ¢ast se pomérné do hloubky zabyva popisem-a funkci DCs, nasleduje pak aZ prilis
detailni pfehled jedné skupiny receptord DCs, tzv. toll-like receptorl. Naopak v Gvodni ¢asti neni
literdrné zminén prehled exprese vybranych receptor (CD znaki) imunitnimi burikami a zdGvodnéni,
proc¢ k ovéreni Cistoty ziskanych DCs byly pouZity zvolené CD znaky. Zaroven zde postradam zasazeni
zvoleného tématu do kontextu s poznatky znamymi z literatury a alespori minimdlini pfehled vysledk{
experimentl na podobné téma.

Metodicka ¢ast je zpracovana velmi strucné (nékdy az pfilis na Ukor srozumitelnosti) a sfadou
formalnich nedostatkd (viz dale), avsak i pfesto podava pomérné uceleny pfehled o metodickych
postupech a pouzivanych metodach.

Kapitola Vysledky je pfehledné a logicky ¢lenéna dle danych cilG prace. Celkem tato kapitola ¢ita 11
stran a obsahuje 16 prehlednych graf(i a 8 tabulek, misty jsou vSak vysledky misto popisu uz rovnou
diskutovany.

Diskuzni ¢ast ma rozsah 2 a pul strany, nicméné celd prvni strana se zabyva témér vyhradné literarnim
prehledem exprese vybranych CD znak( na imunitnich burikdch (a presné tato ¢ast v uvodu chybi),
vysledky jsou tak diskutovdany pouze na necelych dvou stranach (nepocitaje diskuzni ¢asti v kapitole
Vysledky). Vysledky jsou vSak zde dany do kontextu s dostupnymi poznatky z literatury a sporné body
logicky vysvétleny.

Zévérecna cast shrnuje ziskana experimentdlni data a takto odpovidd na stanovené cile. Kapitola
tykajici se pouZité literatury obsahuje 33 pramend, z nichZ 5 je ¢eského plvodu. Seznam literatury je
psan jednotnym stylem (s drobnymi chybami) a odpovidd pozadavkim kladenym na védeckou praci.

K formalni strance prace mam dale nékolik poznamek a doporuceni:

i. Dle Opatreni prodékanky pro studium ¢. P1 o pfedkladani bakaldrskych a diplomovych praci na
PFirodovédecké fakulté JU ze dne 15. 4. 2011 m4 kapitola Uvod zaéinat na str. 1, ve Vasi préci viak
na str. 1 je uveden Seznam zkratek.

ii. Seznam zkratek na str. 1 je neuplny (chybi napi. PBS, BOFES, EDTA), ¢ast zkratek je vysvétlena
pouze anglickym ndzvem, Cast pouze ¢eskym (navzdory tomu, Ze zkratka plyne z angl. ndzvu).
Naopak nékteré zkratky se vyskytuji pouze v seznamu, nikoliv pak v textu (napf. FCS). V textu pak
nékteré zkratky nejsou vysvétleny pfi prvnim znéni (s tim, Ze nékdy jsou vysvétleny az pfi druhém
znéni, nékdy vSak nejsou zkratky vysvétleny vibec).




Vi.

Vii.

viii.

Xi.

V reder$ni Casti je pFili§ Casto citovano z uéebnic, review a jinych neplvodnich pramend.
Minimalné u nékterych tvrzeni by bylo vhodné dohledat origindlni préci ¢ vychazet zvice
nezavislych zdroju.

V Gvodni ¢asti chybi za fadou odstavcll uvedené citace (str. 2 — odstavec DCs, str. 6 — odstavec
Funkce DCs, aj.). PfestoZe se jednd o pomérné obecné znalosti, v jakékoliv odborné praci by vidy
mél byt uveden zdroj téchto informaci.

V praci jsou velmi ¢asto uvadény nespisovné laboratorni nazvy pouZivané pouze v hovorovém
jazyce (str. 12 — centrifugacka, str. 16 — krmeni bunék, aj.)

V metodické &asti prace postradam vysvétleni zkratek u Fady reagencii (PBS, EDTA, BOFES).
Ackoliv se jedna o Siroce pouZivané reagencie, jejich vysvétleni a pfipadné slozeni ¢i pH by v praci
mélo byt uvedeno. Stejné tak vysvétleni téchto zkratek pfi jejich prvnim poufZiti v textu.

V metodické &asti tykajici se pritokové cytometrie nejsou vibec uvedeny jednotlivd emisni
spektra pouZzitych znacenych protildtek, stejné tak neni nikde uvedeno nastaveni pfistroje pro
méreni.

Misto velmi ¢asto pouzivaného terminu ,buriky precisténé na koloné” (str. 22, 28, aj.) doporucuiji
spiSe pouzivat termin , bunky precisténé magnetickou separaci“.

Symbol pro odstfedivou silu ,g“ by mél byt uveden v kurzivé, znakem ,,g“ bez kurzivy se oznacuji
gramy.

U viech grafi zobrazujicich statisticky vyznamné vysledky je znak statistické vyznamnosti (,*“)

uvadén pfimo ve sloupci zobrazujicim namérend data, spravné by mél byt uveden nad
smérodatnou odchylkou.

Na str. 22 a 23 jsou pfehozeny popisky tabulek a text vysledkd je zEasti vztahovan ke spravnym
hodnotdm a z€asti k hodnotdm prehozenym.

K pfedlozené praci mam nékolik dotazli a Zadam autorku o jejich zodpovézeni pfi Gstni obhajobé:

1.

V préci je nékolikrat uvedeno tvrzeni (napf. str. 2, 6, aj.) ,,jen DCs (jakoZto APCs) jsou schopné
aktivovat naivni T lymfocyty”. Dosud vSak byly povaZovany jako APCs se stejnou funkci téz
makrofagy a Castecné i B lymfocyty. Pokud jsou dle nejnovéjsich poznatk(i DCs skuteéné
jedinymi APCs s touto funkci, doloZte spravnost tohoto tvrzeni relevantnimi citacemi.

Na str. 4 uvadite tfi rozdilné typy DCs dle plvodu (folikuldrni, myeloidni a lymfoidni). Lisi se
myeloidni a lymfoidni DCs vedle plvodu i svou funkci? DoloZte Vasi odpovéd relevantnimi
citacemi.

Na str. 6 uvddite rozdil mezi MHC | a MHC Il pfi prezentaci antigenu. Nicméné dle Vaseho popisu
neni v zdsadé vidét rozdil mezi MHC | a MHC Il (prakticky jste jinymi slovy popsala totéZz u obou
subtypl MHC ). Uvedte tuto nesrovnalost na pravou miru.

Na str. 12 uvadite, Ze buriky ziskané z kostni dfené byly nejprve rozsuspendovany v tzv. MEM
médiu, ale pak pro derivaci DCs z kostni dfené uz byly tyto buriky kultivovany v tzv. RPMI médiu
(samoziejmé s dalsimi pridavky). Z jakého divodu byly buriky rozsuspendovany nejprve v jiném
médiu, nezZ ve kterém pak probihala derivace?

Na str. 12 uvadite, Zze do média pouzivaného uZ pro derivaci DCs z kostni dfené byla vedle jiného
priddna také chemikalie 2-ME. Tato zkratka vSak neni nikde v praci vysvétlena. Objasnéte tento
pojem a uvedte, proc se tato chemikalie do kultivacniho média pfidava.

V exp. 5.2 (Porovnani DCs izolovanych ze sleziny a derivovanych z kostni dfené) jste ke stimulaci
pouZzivala vedle LPS (lipopolysacharid) také ligandy LTA (lipoteichoic acid) a 1Q (imiquimod).
Nikde v praci vSak neni uveden sebemensi detail o téchto ligandech (LPS, LTA, 1Q). Uvedte
zakladni vlastnosti téchto ligandl, kde se ligandy nachazi a jaké toll-like receptory aktivuji.
Rovnéz upresnéte, proc¢ pro Vase experimenty byly pouZity pravé tyto konkrétni ligandy. DolozZte
Vase odpovédi relevantnimi citacemi.




10.

11.

12,

V kapitole tykajici se ziskanych dat uvadite fadu vysledkl pouze formou tabulky, ktera viak
pusobi dosti neprehledné (navic zde neni dodrzen jednotny format Cisel). Nebylo by vhodnéjsi
prezentovat ziskand data v podobé grafu? Navic vtéchto tabulkdch nejsou nikde uvedeny
smérodatné odchylky, pro¢ tomu tak je? Na str. 16 uvadite, Ze vzorky byly méreny v triplikdtech.
U zadného z grafli neni uvedeno, jakad byla hladina vyznamnosti a k ¢emu byly pfip. statisticky
vyznamné hodnoty porovnavany. Doplrite tyto udaje.

Na str. 19 v obr. 8 mate uvedeno, Ze v obou pfipadech derivace DCs (bud’' pouze pomoci GM-CSF
¢i GM-CSF v kombinaci slIL-4) bylo zvySeni hladiny IL-10 statisticky vyznamné u DCs
stimulovanych LPS oproti nestimulovanym (tedy predpokladam, Ze porovnavany byly hodnoty u
stimulovanych a nestimulovanych bunék, v praci tento fakt uveden neni). V druhém pfipadé
(derivace pomoci GM-CSF v kombinaci s IL-4) je z graficky zobrazenych dat jasné patrné, Ze
stimulace DCs pomoci LPS nemohla signifikantné zvysit hladinu IL-10 uZ diky velmi vysokym
odchylkdm. Uvedte tuto nesrovnalost na pravou miru.

Na str. 19 vobr. 9 nejsou uvedeny smérodatné odchylky. Byl tento experiment provadén
v triplikatech?

Na str. 20 a 21 popisujete vliv objemu vyménéného média na Cistotu derivovanych DCs.
V tomto experimentu jste pro optimalizaci zvolili bud® 100% nebo 70% vyménu média.
V ostatnich experimentech (exp. tykajici se derivace DCs z kostni dfené pomoci samotného GM-
CSF &i GM-CSF v kombinaci s IL-4 a exp. zabyvajici se porovnanim Cistoty DCs ziskanych z kostni
dfené a ze sleziny) jste vS§ak vyménovali pouze 50% média. Z jakého dlivodu byla zvolena tato
hodnota, i kdyZ viibec nebyla zafazena do optimaliza¢niho experimentu?

Na str. 27 uvadite ,KdyZ opomeneme vyvojové nepfibuzné folikuldrni dendritické buriky (TEW
et al., 1997), jsou si v8echny dendritické buriky podobné hlavné spole¢nou expresi molekul
CD11c, CD80, CD86 a MHCIL“ Z obr. 2 na str. 5 vsak plyne, Ze tzv. plazmocytoidni DCs, tedy DCs
odvozené od lymfoidni linie, jsou vSak CD11c negativni. Uvedte tuto nesrovnalost na pravou
miru.

Alkoliv predloZend prace obsahuje fadu nedostatkli zejména formalniho rdzu, je nezbytné
vyzdvihnout fakt, Ze obsahuje pomérné rozsahlou experimentdlni ¢ast. Z prace je patrné, Ze si
autorka jiz v bakalarském stupni studia osvojila zéklady prace v laboratofi, zvlddla fadu metodickych
postupll véetné tkanovych kultivaci a v praxi se seznamila s problematikou imunologie. Proto praci
doporucuji k obhajobé na Pfirodovédecké fakulté Jiho¢eské univerzity.

V Ceskych Budéjovicich dne 20. 5. 2014 RNDr. Marie Jalovecka
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