Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Adély Chlastakové
»Zavedeni a optimalizace in vivo modell zanétu a jejich vyuziti pro funk¢ni
analyzu inhbitora protedz z klistécich slin‘

Adéla Chlastakova se ve své diplomové praci zaméfila na vytvoreni dvou in vivo modeli
zanétu na mysi, peritonitidy a edému tlapek. Oba typy zanétu vyvolala nespecificky podanim
thioglykolatového media respektive polysacharidu pfipraveného z motskych fas. Soucéasti
obou modeli bylo zafazeni béZné uzivanych inhibitorti zanétu indometacinu a dexametazonu.
Modely musely byt vybalancovany tak aby umoziiovaly s dostate¢nou citlivosti testovat
peritonitidy Adéla pomoci pritokové cytometrie sledovala v ¢ase zastoupeni i absolutni pocty
jednotlivych subpopulaci zanétlivych bunék reprezentujicich jak pfirozenou, tak adaptivni
specifickou imunitu. V piipadé otoku tlapky byl hodnocen nartist velikosti tlapek v ¢ase.
Nakonec byl na obou optimalizovanych modelech hodnocen protizanétlivy G¢inek dvou
cystatini z naSeho klistéte Ixodes ricinus.

V uvodu na 17 stranach Adéla poskytla zakladni informaci o klist'atech a ucincich klistécich
slin na buniky pfirozené imunity. Déle charakterizovala cysteinové proteazy a vlastnosti
cysteinovych katepsinti. Podrobné se vénovala cystatintim, zejména sialostatinim

z amerického klistéte I scapularis. V dal$ich kapitolach se autorka zaméfila na peritonitidu
vyvolanou aplikaci thioglykolatového media, zastoupeni a funkci myeloidnich bunék v tomto
modelu. Nakonec Adéla popsala otok tlapek vyvolany karagenanem a imunitni mechanismy
v ném zahrnuté. Nasledovala formulace cilti prace ve dvou bodech.
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indometacinu a dexametazonu. Zakladni metodou byla pro Adélu vicebarevna pritokova
cytometrie pomoci niz méfila celkem 10 typt bunék. Otok tlapek méfila mikrometrem.

Z hlediska vyuziti modelu peritonitidy jsou vyznamné jiz prvni vysledky ukazujici zmény

v poctu peritonealnich bunék v ¢ase. Tyto pocty dosahly za 48 hodin po aplikaci TGM az 32
milionil ve srovnani s necelymi dvéma miliony u nestimulovanych mysi. Dalsi grafy, kterych
je celkem 27, ukazuji procentualni zastoupeni jednotlivych bunéénych populaci a absolutni
pocty buné€k. To se tyka neutrofilii, mnocytl, makrofagi, eozinofild, B a T lymfocytu.
Nakonec byly optimalizovany davky TGM v kombinaci s INDO a DEX tak, aby se u¢inek
neutrofili v burikach peritonealniho vyplachu za 4 hodiny po podani TGM, zastoupeni
monocyti kulminovalo za 8 hodin, makrofagii za 72 hodin po aplikaci TGM. Eosinofily byly
nejvice zastoupeny za 24, respektive 48 hodin po TGM, zastoupeni B a T lymfocytt mélo po
podani u¢inn€jsiho TGM 2 sestupnou tendenci. Aplikace obou klistécich cystatini vyznamné
snizila po¢ty myeloidnich buné€k za 4 hodiny po injekci TGM. Cystatin G9 signifikantné
inhiboval migraci neutrofili a monocytu.
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byl v potlac¢eni otoku tlapky G¢inné&jsi dexametazon, ktery byl dale uzivan jako pozitivni




kontrola. Oba klistéci cystatiny sice vykazovaly protizanétlivy Gcinek, ten vSak nebyl ve
veétsin€ pokusi statisticky vyznamny.

Obsahla diskuse na 11 stranach podrobné diskutuje jednotlivé vysledky a je strukturovana
podobné jako kapitola Vysledky. Adéla disledné porovnava pribeh peritonitidy s vysledky
jinych autord a zmény v jednotlivych bunéénych populacich vysvétluje produkci chemokinti
a dalSich chemoatraktantti. Snazi se i vysvétlit odliSnou prozéanétlivou aktivitu dvou pouzitych
TGM. V diskusi vysvétluje mechanismus u¢inku indometacinu a dexametazonu a opét
porovnava svoje vysledky se svétovou literaturou. Protizanétlivy Gc¢inek cystatini na migraci
neutrofild vysvétluje interferenci cystatinti s adhezi neutrofilti k proteinim ECM. Podrobné
diskutuje vliv INDO a DEX na otok tlapek a vysvétluje mozné mechanismy uc¢inku téchto
inhibitort. Protizanétlivé u¢inky klistécich cystatinii na modelu otoku tlapky jsou podle Adély
zplisobeny omezenou migraci neutrofili a monocyti které jsou producenty ROS, NO a
prostaglandint pfispivajicich k vyvoji edému.

V Zavéru Adéla shrnuje dosazené vysledky. Nasleduje seznam pouzitych zkratek a seznam
pouzité literatury Citajici uctyhodnych 178 citaci. Celkem ma prace 81 stran.

Diplomova prace Adély Chlastakové je psana péknym srozumitelnym védeckym jazykem bez
preklept, je piehlednd a velmi dobfe dokumentovana. Zejména kvalita a rozsah diskuse
presahuje parametry obvyklé pro diplomové prace na nasi fakulté. Adéla ukazala schopnost
naplanovat, provést a vyhodnotit experimenty a porovnat je s dostupnou literaturou. Jeji

latek nejen klistéciho ptvodu.

Otazky a komentéfe:

Str. 11 a 12: Ve vy¢tu u€inkt sialostatinti na buriky imunitniho systému chybi dvé citace
Lieskovska et al. 2015 o vlivu na interakci dendritickych buné€k s boreliemi a supresi
interferonové odpovédi v DC.

Str. 23: Pro¢ se mysi pfed usmrcenim zlomenim vazu uspévaly, kolik bylo uzito halotanu a
jak byl podan?

Str. 30 a dalsi: V ptipadé dynamiky vyskytu bunék pfirozené imunity po podani TGM 2 chybi
interval 24 hodin, coZ je $koda, protoze na piiklad u eozinofili byl nejvétsi vyskyt po TGM 1
zaznamenan prave za 24 hodin.

Str. 55: Mé autorka néjakou predstavu o mechanismu u¢inku cystatind pii inhibici migrace
bunék v pripadé peritonitidy? Uplatiiuji se jako inhibitory cysteinovych proteaz?

Jakym mechanismem vyvold TGM zanét? Uplatriuje se zde také signalizace pies PRR?

Zavér: praci doporucuji k obhajobé a hodnotim ji jako vybornou.
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Oponentsky posudek diplomové prace Be. Adély Chlastakové

Nézev prace: Zavedeni a optimalizace in vive modell zanétu a jejich vyuZiti pro funk&ni

analyzu inhibitord protedz z klistécich slin.

Uvod a metodika:

Predkladana prace je po formélni strance velmi dobte zpracovéna. V uvodu nés autorka v
kratkosti seznami s klist'aty, popiSe jejich Zivotni cyklus, ale pfevaZzné se vénuje imunologické
problematice, tedy u¢inkem kliStecich slin na jednotlivé slozky adaptivni imunity,
charakterizuje pouzité dva akutni zanétlivé modely a shrme poznatky o cysteinovych
protedzach a jejich inhibitorech-cystatinech. V metodické &asti autorka dikladné popise
pouziti pritokové cytometrie pfi charakterizaci peritonealnich buné¢nych populaci.

Vysledky:

V prvni &asti autorka zavadi a optimalizuje in vivo model akutniho zanétu vyvolanym
intraperitonedlni aplikaci thioglykolatu. JelikoZ vysledky jsou zaloZeny na pritokové
cytometrii, velmi spravné dokumentuje tzv. gatovaci strateéii. Dobré zvladnuti peritonealni
lavaZze je patrmé z vysledkii uvedenych v piiloze 1. obr. 22 ukazujici zastoupeni jednotlivych
buné&énych populaci. Z testovanych dvou thioglykolati, mél druhy vyraznéjsi prozanétlivy
bun&énych populaci (obr. 15). Testované cystatiny G1 a G9 sniZily po¢et myeloidnich bun&k
v peritoneu. V ptipad& cystatinu G9 navic doslo také ke sniZeni po¢tu neutrofilli a monocyti.

V druhé &asti vysledkt autorka optimalizovala druhy model akutniho zanétu- otok tlapek po
aplikaci karagenanu. Nizmén& inhibi¢ni uginek cystatini G1 a G9 v tomto modelu nebyl

prokazan &i experimentalné zopakovan.

Literarni ivod a metodicky popis v&etn citaci je v souladu s feSenou problematikou. Prace je
¢lenéna standardné do jednotlivych kapitol a je srozumitelna. Samotné vysledky jsou naleZité
komentovany a diskutovany. Praci doporu¢uji k obhajobé. Vysledné hodnoceni-vyborne.




Osobné bych asi volil jinou strukturu prezentaci vysledki, za i¢elem zjednoduseni informace
a rozhodné bych se nebal né€které grafy zredukovat resp. pfesunout do pfilohy. Zejména prvni
Cast, peritonitida a srovnani u¢inku dvou thioglykolatl, je zjevné ze TGM1 nemé spravny
prozanétlivy efekt, neni charakteristickd buné€na infiltrace, informace srozumitelna jiz s obr.
6. Proto bych se zaméfil na prezentaci vysledki s TGM2. Na druhou stranu bych
upfednostnil grafy s pfilohy obr. 22 a 24 charakterizujici bun&¢né populace v peritoneum pied
a po podani TGM2.

Otazky:

1. Rad bych vidél prototypicky obrazek cytometrickych dat ukazujici jednotlivé
populace v peritoneu po aplikaci TGM 2. (4h a 72h). Viz. graf 24 v pfiloze.

2. Existuji n&jaké alternativni metody testovani, které byste doporucila pro feseni funk¢éni
analyzy inhibitort protedz z klistécich slin? Pokud ano, pro¢ jste je nevyzkousela?

3. V pfipad& edému u tlapek, uvazuiete o provedeni méfeni myeloperoxidazové aktivity?
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