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Ciele prace:

Autorka v diplomovej préci sledovala reaktivitu buniek periférnej krvi pacientov s IBD na
vybrané mikrobidlne stimuly. Konkrétne ciele boli: 1) izolacia PBMC z krvi pacientov a zber
materidlu, 2) analyza reaktivity PBMC pacientov na vybrané mikrobidlne stimuly in vitro
pomocou prietokovej cytometrie, 3) testovanie potencidlne novych biomarkerov za pouzitia
séra pacientov pomocou ELISA metody.

Struktira (¢lenenie prace): Clenenie prace je §tandardné. Rozsah prace: 54 stran vlastného
textu.

Literarny prehlad:

Literarny prehl'ad zodpoveda téme préce, ale autorka sa mohla venovat’ niektorym castiam
podrobnejsie a zajst’ do vacsich detailov. Napr. na str. 12 je uvedené: ,Jeden z vyznamnych
regulatorov imunity v creve je aj molekula NOD2. Expresia molekuly NOD2 v ¢revnej
sliznici je ovplyvnena pritomnost'ou mikrobioty a expresia NOD2 ovplyviiuje mikrobiotu.
Hostitel cez NOD2 a komenzéalne baktérie udrziava homeostazu cez vzdjomnu regulaciu
(Petnicki-Ocwieja et al., 2009).“ Dané tvrdenie je velmi vSeobecné, nezahfnia vysvetlenie
mechanizmu. PodrobnejSie by mohlo byt rozpisané aj zapojenie jednotlivych buniek
imunitného systému v danych ochoreniach, a to hlavne tych populécii, ktorych zastipenie
bolo v préci detegované.

Aj ked je celkovo literarny prehl'ad napisany zrozumitel'ne, jeho kvalita je zniZend niZSou
uroviiou prace po formalnej stranke.

Autorka v praci pouzila 233 literarnych zdrojov a 2 internetové zdroje (z toho je 86 prac od
roku 2014). Dany pocet vyrazne presahuje bezny pocet citacii pre diplomovu pracu. Viac ako
Stvrtinu z daného poctu tvoria suthrnné ¢lanky a autorka ich cituje v mnohych pripadoch, aj
ked’ je dohl'adatel'na primarna literatara, ktora je uvedena priamo v danom review.

V niektorych pripadoch chybaju citacie, a to napr. v kapitole 5. Vysledky pri popise zapojenia
jednotlivych cytokinov v imunitnych odpovediach. Taktiez napr. nie st uvedené dolezité
citacie k nasledovnym vetdm: ,)V predchddzajucej stadii boli na zaklade multiarray
identifikované nové potencidlne biomarkery.“ (str. 30) a ,,Zvolené baktérie predstavuju
typickych zastupcov mikrobioty ¢eskej populécie. (str. 32).

Zoznam pouzitej literatiry obsahuje vel'a chyb, resp. je nejednotny. Dokonca vo viacerych
pripadoch nesedia ani roky, v ktorych boli $tadie prevedené, iny rok je uvedeny v literarnom
prehlade ainy v zozname literatiry. Citacia Bajer ef al. je uvedend v zozname literatiury
dvakrat. V texte autorka citujete dve rdézne prace od toho istého autora, ktoré boli uverejnené
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v tom istom roku (dvakrat praca od Den Besten et al. 2013 a dvakrat praca od Lin et al.
2015), ale ked'Zze sa jedna o dve rozdielne prace, je nutné ich od seba odlisit. Citacie pri
obrazkoch 1 a 2 nie st uvedené v zozname literatary.

Material a metody:
Metody zodpovedaju experimentalnej Casti a vac¢Sinou su zrozumitelne napisané.

Uvediem ale par pripomienok. Chyba sthrnny vypis materidlu a pristrojov, nie je uvedené,
aké antibiotika boli pouzité pri kultivacii buniek. Pri zmienke o InStitate klinickej
a experimentalnej mediciny je nutné uviest mesto a Stat. Pri popise dot plotov nie je nutné
uvadzat’ fluorescencné znacenie danej protilatky, ale znak, o ktory sa jedna.

Popis postupu pri zamrazovani buniek v podkapitole 4.1.2 Zamrazenie PBMC nie je vel'mi
prehladny. Tyka sa to hlavne pouzitia dvoch rdéznych médii (M1 a M2). VSeobecne
v metodach je nutné pisat’ findlnu koncentraciu, ¢i uz urcitého roztoku alebo poctu buniek
v danom objeme.

Taktiez podkapitola 4.3.1 Optimalizéacia protokolu nie je naleZite opisand. Hlavné nedostatky
st v popise obrazkov (obr. 6 a obr. 7), kde nie je zrejmé, ¢o znamenaju skratky CTL, aké je to
médium, resp. ¢o znamena R-BLAU a R-BACT? Na obr. 6 je nespravne oznacena oblast’ pre
nekrézu.

Plati podobna pripomienka, ktor som zmienila k literarnemu prehl'adu, samotny text trpi na
nedostatky po formalnej stranke a na pouzivanie neodbornych alebo hovorovych slov. Napr.
doska, riediace korytko nepatria do odbornej terminoldgie pre prietokovu cytometriu, rovnako
ako slovné spojenia: ,,vyhodit’ supernatant, ,,oklepat’ dosku* a pod.

Experimentalna cast’:

Autorka v experimentalnej Casti vdcSinou prehladne popisuje ziskané vysledky, ale podla
mojho nazoru niektoré tvrdenia by boli vhodnejsie do diskusie.

Aj ked’ v tvode kapitoly 4. Materidl a metodika je uvedeny pocet pacientov resp. zdravych
darcov, bolo by vhodné uviest' dany pocet pri popise kazdého vysledku, ¢i dany experiment
bol prevedeny na rovnakom subore pacientov/zdravych darcov?

Dalsie nedostatky budt zhrnuté v pripomienkach a otdzkach.
Diskusia:

Diskusia mé& 4 strany, podla mdjho ndzoru by mala byt obsiahlejSia. Vysledky su
porovndvané s inymi Stidiami, aj ked’ nie vZdy dostato¢ne. Napr. nestaci tvrdit, Ze vysledok,
ktory vysiel v rozpore s literatirou je zaujimavy (vid’ zvysenie produkcie TNF-a po inkubdcii
s Lactobacillom, str. 58), ale je potrebné uviest mozné vysvetlenie protichodnych vysledkov.



Zavery (Suhrn):

Zavery su prehl’'adné a koreSponduju s ciel'mi prace, ale mam vyhradu k uvadzaniu vysledkov,
ktoré su nesignifikantné.

Sucastou zéveru je aj odkaz na publikaciu Coufal, et al. 2019, kde je Zuzana Gajdarova
uvedena ako spoluautor ¢lanku.

Formalna uroven prace (obrazova dokumentacia, grafika, text, jazykova uroven):

Ako uz bolo spomenuté, formalna urovenn prace nie je na vel'mi dobrej urovni. V praci sa
vyskytuje vacsie mnozstvo chyb (vratane nespravneho pouzitia i/y), preklepov, niektoré Casti

textu su Stylisticky nespravne.

Niektoré z d’alSich pripomienok budi uvedené nizsie.

Pripomienky:

1))

2)

3)

4)

S)

6)

7)

8)

Cislovanie stran méa zadinat’ kapitolou 1. Uvod, nezadina sa s ¢islovanim hned’ od
titulnej strany.

Pri generovani obsahu zrejme doslo k chybe, pretoze od podkapitoly 3.1 Idiopatické
crevné zapaly je nespravne Cislovanie podkapitol v literarnom prehlade (namiesto
podkapitol s ozna¢enim 3.1, 3.2, 4.1 spravne by malo byt’ 2.3, 2.4 a 2.5). Vysledkom
st napr. 2 r6zne podkapitoly s rovnakym ¢islovanim 4.1 (Biomarkery a Vzorky krvi).
Skratky, ktoré su prvykrat uvedené v texte, nie su vzdy vysvetlené. Rovnako nie st
vzdy vysvetlené skratky v popisoch obrazkov.

Na str. 12 uvadzate: ,,GALT sa da rozdelit na 2 funk¢éné casti: indukén a
efektorova.” Podl'a prace, ktoru citujete (Ohno, 2015), dané delenie je platné pre
imunitny systém ¢reva a GALT patri pod jeho induk¢nt Cast’. Bolo citované review, aj
ked’ pri danej informacii boli uvedené primarne zdroje.

Na str. 17 pisete: ,,S CD sa spaja aj subpopulacia CD4" y8 T-lymfocytov. Hovori sa o
ich protektivnhom tuc¢inku prostrednictvom regulovania opravy tkaniva a kontroly
infiltracie neutrofilov cez typ Vdl+ buniek, ktoré si u CD pacientov v menSom
mnozstve (Kadivar et al., 2016).“ Spravne ma byt uvedena populacia CD8af” yd T
lymfocytov.

V podkapitole 3.1.4 Diagnostika a liecba (str. 20) je ako jeden zliekov uvedeny
budesonide 9, ale predpokladam, Ze ¢islovka ,,9* je chybne uvedena, pretoze v ¢lanku,
ktory citujete, sa uvadza iba v ramci davkovania (9 mg/den). Podobne predpokladam,
Ze je to aj pri azathioprine 2. Na str. 25 pouZivate termin G mysi, predpokladam, Ze ste
mali na mysli GF (germ-free) mysi.

Na str. 21 uvadzate: ,,Nasa mikrobiota je zlozena z viac ako trilibna bakteridlnych
buniek, ¢o je priblizne rovnako ako vsetky bunky v l'udskom tele (Sender et al,
2016).* Spravne je 102, trilién je 108,

Obr. 6 ma slabsiu kvalitu. Text na niekol’kych stranéch (8, 9, 33, 42, 46-51, 53, 55, 57)
prechaddza cez pravy okraj. Po grafickej stranke rovnako nie je vhodné, ak text na
niektorych stranéach (33, 45-49) je vel'mi blizko spodnej Ciary, ktora tvori okraj.



9)

Nie je vhodné stanovit’ si za jeden z ciel'ov izolaciu PBMC a zber materialu.

10) V podkapitole 4.1 Vzorky krvi (str. 33) uvadzate rozdelenie jednotlivych pacientov

a zdravych darcov a ich percentudlne zastipenie. Bolo by vhodnejsie uvadzat’ hodnoty
v redlnych ¢islach anie v percentach, a navySe po preratani vychadzaju desatinné
Cisla.

11) Vacsinou nie je uvedeny odkaz na obrazok a tabulku v texte. Popis tabuliek ma byt

nad anie pod tabulkou. Obrazok na str. 33 nie je vObec oznaceny. Nie je vhodné
prestat’ s klasickym oznacenim obr. €. a zmenit to na graf ¢. (v kapitole 5. Vysledky),
je to potom neprehladné. Grafy 6 a 7 (str. 50 a 51) nemaji uvedeny nazov priamo
v grafe, o aky cytokin sa jedna, namiesto toho je na vSetkych grafoch uvedené Relaps
vs Remisia, resp. Pankolitida vs parcidlna forma, a navySe maji oba grafy rovnaku
legendu aj s rovnakym ndzvom. Grafy 8B, 9D (str. 53 a 54) nemaju uvedeny popis
y-ovej osi a grafy 9 a 10 nie st na jednej strane, zhorSuje to prehl'adnost’.

Otazky:

1)

2)

3)

4)

S)

V podkapitole 4.3.1 Optimalizacia protokolu uvadzate grafy 6 a7, ktoré nemaju
smerodajné odchylky. Bola dané optimalizacia pokusov robend iba raz?

Na str. 42 uvadzate gatovaciu stratégiu, ale podl'a zoznamu pouzitych protilatok (Tab.
2) nie je uplna. Hodnotili ste aj iné populacie, napr. CD154" lymfocyty? Nemdzu
zohravat’ dolezitt Ulohu v danych ochoreniach aj bunky, ktoré produkuji viacero
cytokinov, zamerali ste sa na takéto bunky? Ak &no, ukazte, prosim, gatovaciu
stratégiu aj pre dané populacie buniek.

Ukazte reprezentativne dot ploty k vysledkom v podkapitolach 5.1.1-5.1.5. Spodna
hranica pre IL27/CD3*CD4" lymfocyty je okolo 0,02 %, ¢o je vel'mi nizka hodnota.
Aky je absolutny pocet buniek v danych populéaciach? V metodach je uvedené pouzitie
stafylokokového enterotoxinu B ako pozitivnej kontroly, ale dané vysledky nie st
v préaci zahrnuté, mozete ich taktieZ ukazat’ (vo forme dot plotov)? Taktiez ukazte dot
ploty pre negativhu kontrolu a FMO kontroly. Dané vysledky st vztiahnuté
k nestimulovanej kontrole, ale ako by vyznelo porovnanie zdravych kontrol
k jednotlivym typom ochorenia s prisluSnym stimulom? Napr. pri produkcii IL2
uvadzate zvySenu produkciu po inkubacii s Faecalibacterium, ale rovnako vyrazne na
fu odpovedali aj zdravi darcovia.

Vysvetlite, prosim, rozdelenie pacientov v podkapitolach 5.1.6 Porovnanie obdobia
relapsu a remisie a 5.1.7 Porovnanie rozdielnych foriem ochorenia. Porovnajte dané
rozdelenie s tym, ktoré je uvedené na str. 33, z popisu vysledkov to nebolo jasné. V
danych grafoch (graf ¢. 6 a 7) nie st uvedené hodnoty pre zdravych darcov, mozete
ich uviest™?

Na str. 27 je uvedené: ,,Systém matrix metaloproteindz je znamy svojou zvysenou
produkciou u IBD pacientov.“ V praci prezentujete znizenu hladinu MMP-9 pre
vSetky ochorenia v porovnani so zdravymi darcami. Ako si vysvetl'ujete dany rozdiel?
Na str. 28-29 tvrdite: I-FABP je primarne exprimovany v ¢reve a v sére zdravych
jedincov je nedetekovatelny (Pelsers, 2003).” Na grafe 8E st ukdzané hodnoty pre
dany protein u zdravych darcov. V ¢om spociva rozdiel?



Splnenie ciel’ov prace a celkové hodnotenie:

Zuzana Gajdarova predlozila k obhajobe celkovo dobra diplomova pracu s aktudlnou
a zaujimavou témou, ale s mnohymi nedostatkami. Chyby v gramatike a Stylistike textu
zhors$ili kvalitu prace a odrazili sa aj v celkovom hodnoteni.

Préacu odporucam na obhajobu s celkovym hodnotenim na rozhrani vel'mi dobre/dobre.

Détum: 3.9.2019 Mgr. Valéria Grobarova, Ph.D.



