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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Hany Chytrackové
Nazev: Vliv klistécich cystatini na TLR - indukovanou maturaci myeloidnich
dendritickych bunék

Piedlozena prace je sepsana na 48 stranach s minimem pieklept.. Zabyva se vlivem kliStécich
cystatinii na maturaci dendritickych bun€k a produkci cytokini po stimulaci riznymi TLR
ligandy. Po formalni strance je diplomova prace v poradku.

V tGvodni ¢asti prace autorka stru¢né charakterizuje klistata a vliv molekul pfitomnych v
klistécich slindich na imunitni odpovéd’ hostitele béhem sani klistéte. Dale je popisovan
molekul CD80, CD86, MHC II a TNFa. Lépe bych charakterizovala TLR ligandy (LPS, LTA,
IQ, POLY [:C), které jsou pouzivany v experimentech diplomové prace a nikde nejsou
detailnéji popsany a neni vysvétleno, pro¢ byly pouzity.

Poznamky a otazky:

1) Kapitola 1.1 a 1.1.2, strana 1: V textu chybi citace (rozdéleni klist'at, sani kliSt'at).

2) V kapitole 1.1.2.1, strana 2: Autorka zde popisuje fikoliny (Ixoderiny) a tvrdi, Ze maji
doménu podobnou komplementové slozce C3. Je tomu opravdu tak? O jakou doménu
se jedna?

3) Kapitola 1.2.2, strana 4: V druhém odstavci chybi citace.

Kapitola materidl a metody popisuje ziskani a pfipravu bun€k pro experimenty, jejich
stimulaci riznymi ligandy a méfeni exprese a produkce vybranych molekul.
Poznamky a otézky:

1) Kapitola 3.7, strana 17: Tabulka I uvadi nastaveni parametrd cytometru, pfi¢emz neni
nikde popséano, co udévaji ¢i znamenaji ¢iselné udaje v tabulce.

2) Strana 18, 19, 20: V pokusu &. 1, 2 a 5 autorka popisuje, ze magnetickd separace po
precisténi od CD11c negativni populace nebyla pouzita. V pokusu ¢. 3, 4 byly buriky
pre¢istény od CDll1c negativni populace magnetickou separaci. Jaky byl divod
v n€kterych pokusech buriky precistit od CD11c negativni populace a v jinych ne?

Vysledky: Autorka zde pomoci graftii ukazuje inhibi¢ni efekt cystatini na TLR ligandy
indukovanou maturaci myeloidnich bunék. Vysledky jsou zpracovany v piehlednych grafech,
avSak misty se vyskytuji nejednoznacné informace, viz. nasledujici otazky.

Poznamky a otazky:

1) Kapitola 4.1, strana 21 a 22: Na obrazku 5 a 6 je ukazana exprese MHC II komplexu
po stimulaci riznymi TLR ligandy. V ¢em se lisi stimulace pomoci LPS na obrazku 5
a 6?7 Exprese MHC II po stimulaci LPS ma na kazdém obrazku jiné hodnoty.

2) V kapitole 4.1 autorka pise: U POLY I:C (10 pg/ml) a IQ (10 pg/ml) nedochazelo k
aktivaci maturace myeloidnich dendritickych bun€k, zfejmé kvili piili§ vysoké
koncentraci ligandu, ktera pusobila na buriky toxicky. Pfesto tyto koncentrace ligandu
mély za nasledek signifikantni zvySeni TNF-a (obr. 7 a 8). Je tedy mozné, ze POLY
[:C (10 pg/ml) a IQ (10 pg/ml) pisobi na buriku toxicky a ptesto u ni indukuji produkci
TNFa? Pro¢ na obrazku 7 a 8 maji kontrolni buiky jinou expresi TNFa (bylo vzdy
v daném experimentu stejné mnozstvi bunék)?




3) Na obrazku 9 je zobrazen vliv cystatini na expresi CD80 u CD11c¢ pozitivnich bun¢k
po stimulaci LPS. V grafu je zobrazeno, ze vSechny klistéci cystatiny signifikantné
snizuji expresi CD80. Je tomu opravdu tak? Rozdily mezi expresi CD80 po stimulaci
LPS a LPS+cystatin mi pfijdou pomérné malé.

4) Na obrazku 16 je ukézana exprese CD80 po stimulaci LTA jako statisticky
signifikantni, pfiCemz statistickd vyznamnost byla vztahovana k buikam
stimulovanym LTA (jak je psano v textu pod grafem)! Nejedna se pfeci o porovnani
exprese CD80 u LTA stimulovanych bun€k vic¢i kontrolnim buikam. Je tedy vliv
cystatinti na expresi CD80 po stimulaci LTA opravdu signifikantni?

5) Obrazek 17 ukazuje expresi CD86 po stimulaci LTA. Autorka v textu nad obrazkem
piSe, Zze experiment byl proveden 2x. Z textu vyplyva, Ze poprvé byl experiment
proveden s nepiecisténymi buiikami a exprese CD86 byla po stimulaci LTA zvySena
jen mirn€ a cystatiny expresi snizily nesignifikantné. Opakovani pokusu pfineslo zcela
jiné vysledky (zvyS$ena exprese po stimulaci LTA a signifikantni sniZzeni exprese po
inkubaci s cystatiny. Jak autorka muze védét, ktery z vysledka je spravny? Pro¢ nebyl
experiment jesté zopakovan nebo data zprimérovana (je-li to v tomto piipadé mozné)?

6) V kapitole 4.4 chybi graf znazornujici vliv cystatinii na expresi CD80 po stimulaci
imiquimodem (v kapitole materidl a metody je napsano, ze exprese CD80 byla
méfena). Autorka nakonec toto méteni neprovadéla?

7) Kapitola 4.5: Pro¢ po stimulaci POLY I:C nebyl méfen vliv cystatini na expresi
CD80, MHC II a produkci TNFa jako je tomu u piedchozich experimentt?

8) Ztextu neni zcela ziejmé, kolikrat byly jednotlivé experimenty opakovany. U
nékterych pokust autorka piSe, Zze vysledek byl potvrzen opakovanim, jinde toto
prohlaSeni chybi. Byly tedy veskeré experimenty opakovéany alespon dvakrat?

Diskuze je celkem piehledné sepsana, pouze nékteré pasaze (popis MHC II a sialostatinu L)
bych ocekavala v uvodu prace.

Pies uvedené pfipominky a otazky se domnivam, ze autorka zvladla pouzité metody, splnila
vytyCené cile prace a dosazené vysledky ukazuji inhibi¢ni efekt klistécich cystatinti na TLR
ligandy indukovanou maturaci myeloidnich bunék. Jsem piesvédCena, Ze magisterska
diplomova prace Hany Chytrackové spliiuje naroky Ptirodovédecké fakulty JU a doporucuji ji
k obhajobg.

/
Arnte.  folonsa,
V Ceskych Budg&jovicich dne 21.5.2014 Veronika Urbanova




Jindfich Chmelaf, Dresden, 19.5.2014

Oponentsky posudek na magisterskou praci Hany Chytraékové Vliv klistécich cystatind na TLR-
indukovanou maturaci myeloidnich dendritickych bunék

Predklddand prace odpovida svych obsahem, rozsahem a formou narokiim a pozadavkdm, které jsou
na magisterskou praci kladeny. Tucné zvyraznéné jsou otazky, na které bych rdd znal odpovéd.

Na 48 stranach autorka popisuje projekt, v némz sledovala pomoci imunologickych technik vliv
klistécich cystatin(i na maturaci dendritickych bunék. V Gvodu je struc¢né popsana skupina Ixodidae,
z niz pochazi studované proteiny. Dale je popsan imunomodulaéni vliv kliStécich slin a jsou popsany
nékteré popsané imunomodulatory z klistécich slin. Tato ¢ast je dle mého mozna az pfilis struéna a
zaslouzila by vice rozvést. Podrobnéji uz autorka pojednava o cystatinech, dendritickych burikach a
rozpozndvani patogen(. V Uvodu bych autorce doporucil, aby v nékterych ¢astech $la vice do detailu
a néco naopak rozvadéla méné tak, aby hlavni ¢ast ivodu byla pfimo spojena se studovanym
tématem. Napriklad popis dendritickych bunék by mél byt vic spojen s jejich roli v protiklistéci
imunité, apod.

U pouzitého materidlu je zvykem uvadét i vyrobce, pripadné katalogové cislo, jelikoz stejny vyrobek
od dvou raznych producentl maze vyrazné ovlivnit vysledek. V kapitole 3.3 stoji véta ,,Pomoci pipety
s modrou Spi¢kou byla dien rozsuspendovana,...”. Rad bych se autorky zeptal, pro¢ nepouzila Spicku
obycejnou, pruhlednou. V kapitole 3.6 autorka uvadi, Ze protilatky byly fedény 1:100. Bohuzel tato
informace nestaci, je tfeba uvadét koncentraci bud konec¢nou nebo pred zfedénim. U popisu metody
prutokové cytometrie bych uvital podrobnéjsi popis, jak byly jednotlivé populace identifikovany a
ohraniceny, tj. jaka byla ,,gating” strategie. Tato informace je celkem zasadni, stejné jako uvedeni
kombinaci protilatek, které byly pouzity a proc. Kolik nejvice protilatek bylo pouZito dohromady a
pro€? Mam otdzku ohledné kultivace dendritickych bunék. Bylo pouzito GM-CSF k jejich derivaci.
Tento rlstovy faktor se ale pouziva rovnéz k derivaci M1 makrofag(, které rovnéz exprimuji CD11c.
Byla populace DC néjak odlisena od makrofagd, tfeba pouzitim néjakého specifického markeru pfi
FACS analyze? Pokud ne, jaky marker by mél byt poutzit, pfipadné jak by se pfi kultivaci dalo tyto
dvé populace myeloidnich bunék oddélit?

Z Casti ,vysledky” jsem asi nejvice rozpacity. Je sice vidét, Ze dat k prezentaci ma autorka dostatek,
ale zplsob, jakym jsou data prezentovdna, neni nejlepsi. Pfedné, kazdy odstavec zni v podstaté
stejné: ,Obrazek ten a ten zobrazuje to a to. Z grafu vyplyva to a to.” Prvni véta se vice méné vidy
opakuje jesté u popisu obrazku. Takto je za sebou poskladano 28 samostatnych obrazk(. Dle mého
nazoru by Citelnosti a srozumitelnosti vysledkl prospélo, kdyby souvisejici obrazky, napr. z FACS
analyzy, byly dény do jednoho panelu a obrazek by tak byl napf. 7A, B, C. Tim by autorka dosahla
toho, ze by mohla vysledky popsat v jednom odstavci spolu se souvislostmi a prace by byla
prehlednéjsi a soudrznéjsi.

Dale mi prijde skoda, Ze se v praci objevuje pouze jeden typ grafd. Chybi mi informace o tom, jak
FACS analyza vypadala, tj. jakym zpGsobem byla primarni data zpracovana do prezentovanych graf.
Tolik k formé, ted' k samotnym vysledkdm.

Nejdfiv bych byl rad, pokud by autorka vysvétlila, v ¢em se lisi mechanismus stimulace pouzitymi
ligandy, to jsem v praci bohuzZel nenasel. Je patrné, Ze stimulace TLR vede k rtizné silnym reakcim a
vliv cystatind je také rozdilny v zavislosti na pouzitém ligandu. Naptiklad stimulace pomoci LPS a LTA




vede ke zvySeni exprese kostimulacnich molekul a cystatiny tuto expresi snizuji, zatimco zvysena
exprese indukovana pomoci IQ neni cystatiny nijak vyznamné ovlivnéna. Stejné tak vliv cystatin(i na
produkci IL-10 je odli$ny, v zavislosti na pouzitém ligandu. Cim tedy tyto rozdily mohou byt
zpusobené? Vsiml jsem si Ze intenzita fluorescence se vyznamné lisi mezi pokusy u stejnych
analyzovanych molekul, napf. obr. 9 a 16, kde jednou je kontrola na 1000MFI zatimco u druhého
obrazku na 12000MFI. €im je toto zplsobeno?

Diskuze: V druhém odstavci je pouzit termin ,downregulace”. Pfestoze nejsem zadny jazykovy
purista, pouziti tohoto anglismu, ktery je jednoduse nahraditelny ¢eskym ekvivalentem, mi pfijde
zbytecné. Popis funkce sialostatin( a jinych cystatind se netyka vysledk( a dendritickych bunék, mél
by byt tedy uveden v ivodu. V diskuzi se maji diskutovat vysledky a otdzky, které vysledky navozuji,
napfiklad jaky mechanismus je za snizenim exprese kostimula¢nich molekul, jaky je vztah mezi
prozanétlivou aktivaci a maturaci atd.

Celkové mi prijde, Ze diplomova prace Hany Chytrackové obsahuje dostatek dat, i kdyz nékteré
vysledky by si zaslouZily blizsi prozkoumani a rozvedeni. Nicméné forma prezentovani téchto dat mi
prijde malo prehledna a nedrzi moc pospolu. V ivodu a diskuzi se piSe hodné o dendritickych
bunkach a cystatinech, ale bohuzel z vétsiny samostatné, tedy ne o cystatinech a jejich vlivu
(pozorovaném nebo potencidlnim) na dendritické bunky.

Mé vyhrady at autorka bere predevsim jako doporuceni pro dalsi pfipadnou védeckou praci, ne jako
samoucelnou kritiku.

Préci doporucuji k obhajobé se zndmkou 2.

Jindfich Chmelar



