Oponentsky posudek na bakalarskou praci Michaely Kubickové ,Optimalizace in vitro metod studia
adheze leukocytd“.

Bakalarska prace Michaely Kubi¢kové ma klasické ¢lenéni a rozsah 44 stranek. Jeji Gvodni reSersni
¢ast je velmi dobre napsang, je srozumitelna a prehledna. Chybi zde v3ak informace o systému, ktery
byl v podstaté studovédn a to o B1 integrinech, proteinech extracelularniho matrix a jejich
interakcich. To je zminéno jednou vétou az v diskuzi.

V ¢asti metodické je ponékud neprehlednou ¢ast 3.2.6. ,,Adheze in vitro”. Informace o odebrani
ur€itého mnozstvi bunék + 10% neni jasna. Neni jasné, jaka byla koncentrace fluorescenéni sondy
Calcein-2AM, v ¢em byla rozpusténa, zda po inkubaci nasledovalo promyti. Podobné informace
nejsou dostupné ani u jinych bod{. Co se tyce proteint ECM, tak je zde sice odkaz na vysledky, zde se
v3ak dozvime sice koncentrace, ale doba coatingu a rozpoustédlo mi nejsou jasné. Taky neni jasné,
v ¢em byl rozpustén PMA a zda po jeho expozici bylo provedeno promyti. Velmi prospésné by bylo
prehledné a Uplné schema protokolu A a B. PriloZzena tabulka, ktera deklaruje srovnani protokol
ukazuje jen rozdily v krocich, ale ignorovanim ¢asové naslednosti nelze hovofit o protokolech, coz
vede k desorientaci. Co se ty¢e vyhodnoceni, Ize se domnivat, Ze jsou srovndvany adherované burky
bez promyti s adherovanymi burikami po jednotlivych promytich (respektive jejich fluorescencni
signaly), ale toto by mélo byt presné deklarovano.

Co se tyce optimalizace metody, pfivital bych informaci o tom, jak byla zajisténa reprodukovatelnost
promyti (promyvacka, typ). Metodicka optimalizace je provedena na neutrofilech, pfesto se koncem
prace pracuje s mononuklearnimi burikami a makrofagy, nékde (v diskuzi) by toto mélo byt
zdivodnéno, obhdajeno. Kladné hodnotim rozsahlejsi popis obrazk umoziujici ¢teni prace , pres
obrazky“. Nicméné mi v popisu chybi interpretace znaceni statistické vyznamnosti. Hvézdicky jsou jen
symbolem, kterému je tfeba vzdy pfisoudit odpovidajici hladinu vyznamnosti. V ¢asti 4.3 chybi u
optimalizace doby inkubace inhibitort s burikami informace o jejich koncentraci. Tato otazka je sice
feSena dal, ale i vtomto bodu by ji bylo tfeba uvést. Pro rizné doby inkubace inhibitort s neutrofily
by bylo vhodné mit odpovidajici PMA kontroly, aby se vyloucil efekt plsobeni ¢asu, ale to spis pro
budouci studie, pro zavedeni metody to nebylo nutné.

V ¢asti diskuze jsou vysledky predevsim shrnuty. Chybi mi vétsi srovnani s literaturou a predevsim
diskutovani zjisténych poznatkd, kterych byla v oblasti jako metodického zavadéni tak testovani
klistécich inhibitor( proteaz ziskana cela rada. Je mi jasné, Ze pro vysvétleni pozorovanych jevi neni
dostatek podkladt, presto by bylo dobré se alespon pokusit o vysvétleni nebo navrhnout cesty, které
by vedly k objasnéni téchto jevu.

V seznamu literatury jsou nazvy ¢asopist nékdy kurzivou, nékdy normalnim pismem. Nékdy jsou
v ndzvech ¢asopist vSechna pismena velkd, jinde ne. Nazvy Casopist jsou pIné, presto v jednom
pripadé jsou pouzity zkratky. Tfeba dbat i na takové detaily, jako je jednotné pouZivani mezer za
teckou apod.

K praci mam tyto otdzky:

Proc byl pouzit PMA pro aktivaci studovanych bunék a ne cytokiny, jako napf. GM-CSF v kombinaci s
TNFa u neutrofil(? Jak si vysvétlujete, Ze PMA snizuje adhezi makrofaga?




Jakou mate predstavu inhibice adheze leukocytt pomoci inhibitort protedz? Mate vysvétleni, pro¢
mohl PMA prestat fungovat po urcité experimentalni periodé?

Domnivate se, Ze méfeni fluorescence adherovanych bunék odrazi spolehlivé jejich pocet?
Nezkou3ela jste provéfit linearitu zavislosti fluorescenc¢niho signalu na po&tu adherovanych bunék?

Cilem nasledné prace je ziejmé dalsi studium vlivu klistécich inhibitort na adhezi leukocytd a tim
ovlivnéni jejich transmigrace. V téchto procesech hraji roli, jak sama uvadite, kromé selektini
integriny LFA-1, VLA-4, Mac-1 atd. a jejich interakce s odpovidajicimi ligandy (ICAM-1, VCAM-1 atd.).

Zaméfujete se na interakce s proteiny extraceluldrni matrix, které se samoziejmé na téchto
procesech taky spolupodileji. Chtél bych se zeptat, do jaké miry jsou pouZité proteiny vhodné jako
model pro studium adheze lymfocytd a ovlivnéni leukocytarni transmigrace?

Ucelem bakalaFské préce je obecné seznamit se s dostateénym mnozstvim metod a jejich pouZitim a
ziskat poznatky prospésné pro laboratof a pfipadné pro dalsi pokracovani vyzkumu ve formé
magisterské prace. DalSim cilem je pfimét studenta k tomu, aby své vysledky dokazal dobfe
prezentovat a diskutovat. S prvnimi dvéma ukoly se Michaela Kubickova vypofadala vice neZ dobre.
K poslednimu tkolu jsem mél par pfipominek, minénych spi$e jako na upozornéni na to, s &im je
mozZno se v budoucnu, tfeba pfi obhajobé magisterské prace, setkat a ¢eho je dobré se vyvarovat.

Praci zatim hodnotim stupném 1-2 s tim, Ze se v pfipadé dobré prezentace a priibéhu obhajoby ke
stupni 1 rad pfiklonim.
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