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POSUDEK DIPLOMOVE PRACE Bc. Jiiiho Bieziny
CX3CR1" migratory dendritic cells in the mechanism of central tolerance

Predlozena diplomova prace se zabyva jednim z kliCovych témat ,,Centralniho dogmatu imunologie® —
bunéénymi a molekularnimi mechanismy centralni tolerance. Ptestoze se jednd o problematiku zcela
mainstreamovou, ucebnicovou a vysoce kompetitivni — je piekvapivé, jak malo jsme si jisti i ve zcela
zakladnich premisach a jak pokrok technologii (zvlasté single cell pristupti) méni nas§ pohled na zaklad pro
pochopeni fungovani imunologickych mechanismt. VySe zminény technologicky pokrok umoziiuje mnohem
jemng&jsi a preciznéj$i definici zapojenych bunéénych populaci a piinasi nové hypotézy testovatelné pomoci
sofistikovanych zvifecich modelil, kdy experimentator i ¢tenai erudované predlozenych dat ziskava pocit, Ze
takto promyslené a sestavené experimenty museji konecné prinaset nezpochybnitelna objektivni data...

Pii Cteni prace je tedy jednoznacné, ze téma prace bylo zvoleno velice vhodné, nutilo Jiftho peclivé
formulovat hypotézy, ty jesté pecliveji testovat a Gplné nejpeclivéji interpretovat ziskana data. Penzum prace,
které Jifi bfezina odvedl je impresivni, stejné jako jeho orientace v problému (coz prokazal mimotadné
kvalitnim literarnim tvodem aspirujiciho na publikovatelny piehledovy ¢lanek a diskusi). Z pohledu garanta
oboru se jedna o optimalni situaci, kdy na kvalitnim pracovisti vedeném zkusSenym Skolitelem a dal$imi
spolupracovniky student realizuje projekt navazujici myslenkové na dlouhodobou experimentalni kontinuitu,
a kde si sam s velkou samostatnosti vyzkousi realny vyzkumny projekt, kdy je tfeba v labyrintech moznosti
Casto vstupovat do slepych uli¢ek, opakované vstupovat do novych, a hlavné se nenechat odradit netispéchy.
To, co bylo mozné snadno objevit, jiz davno objeveno bylo! Pokud je takovy projekt v samém srdci oboru,
tim lépe!

Prace je psana vybornou anglictinou, celkem cca 68 stranach, je ¢len¢na standardné a obsahuje pozadované
casti. Po formalni strance je zpracovana velice kvalitng, je tfeba vynalozit mnoho prace identifikovat
minuciézni formalni nedostatky. Je tedy evidentni, ze si s ni autor dal hodné prace nejen po strance obsahové,
ale 1 formalni. Jak literarni reSerSe, tak ¢ast vysledkova i diskuse jsou promyslen¢ formulovany. Prace
obsahuje impresivnich 200 vhodné vybranych citaci, opét citacni standard piedlozené prace je vysoky, vcetné
identifikace ptehledovych ¢lankd. Kromé vyse zminéného, prace obsahuje celou fadu obrazku. Ty jsou
V teoretické ¢asti vytvofeny samotnym autorem, v ¢asti experimentalni se jedna o tabule v podstaté publikaéni
kvality, které maji vysoky graficky standard.
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Literarni piehled je velice zdafily, kriticky se zabyva roli thymu v imunitni odpovédi, tematizuje molekularni
mechanismy a velice peclivé a podrobné si v§ima vSech zatim popsanych bunécnych populaci. Text je myslim
nejkvalitngjsi tam, kde se veénuje tématu do téch nejvétSich podrobnosti — napf. kooperativnimu
mezibuné¢nému pienosu antigent. Jak jsem jiz zminil, tato ¢ast prace by po mensich Gpravach mohla byt
vhodnym zéakladem pro ptehledovy Clanek na téma bunécné heterogenity brzliku s dirazem na funkéni
specializaci APC.

Kapitola material a metody seviené¢ a dostatecné popisuje vyuzité reagencie, mySi modely i metodické
postupy.

Vysledkova ¢ast predlozena na 11 stranach je op€t mimoradné kvalitni, v podstaté se jedna o rozSifeny a

pribézné komentovany publikaéni format. Diskuse jednozna¢né prokazuje autorovu orientaci v problematice,
schopnost korelace ziskanych dat srecentni literaturou, véetné vytvoieni pracovniho modelu zapojeni
CX3CR1+ mDC bun¢k do mechanismt centralni tolerance. PiedloZzena diplomova prace zcela jisté splnila
svij ucel proniknout do metodického za intelektudlniho zdzemi moderni imunologie, a to s pfidanou hodnotou
skute¢ného objevu dosud nepoznaného bunééného mechanismu s moznymi dilezitymi funkénimi dasledky!

K praci mam celou fadu zvédavych dotazi:

1. Strana 11 — zde jsou zminény invariant T-cells — jaké typy bunék tim autor mysli? Jak funguje selekce

yo T-lymfocytii, jestli se nepletu, v prdaci v podstaté nejsou zminény.

2. Strana 11 — je zde zminéna role molekuly Foxnl — jaky je jeji evolucni piivod, souvisi jeji objeveni
kauzalné se vznikem brzliku? Je mozné pozorovat postupny narist bunécné a strukturni komplexity
brzliku behem evoluce strunatcii?

Strana 12 — je zmifnovana heterogenita TECs zahrnujici 5 populaci — plati to pro lidsky i mysi model?

4. Strana 14 — je zminéno, ze mTECs u mySi exprimuji 19 000 genii (85% genomu), z toho 3000 je
kontrolovano AIRE. Co jiné AIRE-like molekuly? Jak je tomu se sestiihem, konkrétné alternativnim,
ktery miize dramaticky ovliviiovat spektrum prezentovanych antigenii pro selekce? Kromé
,, promiskuitni exprese‘‘ se nabizi i ,, promiskuitni alternativni sestrih*...

5. Strana 15 — je zde zminéno, ze u NOD mysi ma APECED nejsilnéjsi imunologicky fenotyp — jsou zde

néjaké kandidatni geny vysvetlujici tak odlisny fenotyp knock-out AIRE u riiznych mysich kmenii?

Strana 16 — kde jesté (kromé mTECs™") je exprimovdn TF Fezf?.

Strana 17 — jaky je fenotyp thymovych B-lymfocyti, jedna se o jedinou uniformni populaci?

8. Strana 17 — je zminéno, Ze jedna mTEC miize prezentovat antigeny omezenému poctu thymocytii —
jaky by mohl byt odhad poctu téchto bunék za dobu Zivota individudalni mTEC. Jaky je pomér
pocetnosti TEC a thymocytii. Obecné — jaké jsou poméry poctu jednotlivych bunecnych typii
lokalizovanych v brzliku? Jak se to méni s vékem — roste pomér mezi thymocyty a TECs? Meéni se
s vekem T-cellpoiesis v kostni dreni — tedy bunek, které by mély projit thymem pro udrzeni centralni
tolerance?

9. Strana 18 a 21— jaky je vas ndzor na negativni selekci v thymovéem kortexu?

10. Strana 24 — existuji jeste jiné ,,embryonic-derived tissue resident macrophages*
Kupferovy bunky?

11. Strana 24 — jsou zde zminéna Hassalova téliska — mohl byste rozvést informaci o této histologické
strukture thymu?

12. Strana 26 — jsou zde zminény 3 hlavni typy thymovych DCs, je néco znamo o jejich dynamice béhem
starnuti, kdy dochazi k involuci thymu, meni se néjak jejich pomeér — tato otdazka je obecnéjsi povahy —
co ostatni APC s moznymi imunoregulacnimi disledky?

13. Je mozna néjaka role pro thymové bazofily, u nichz je prokazan mezibunécny transfer membran,
véetné MHC II?

14. Strana 36 — jaké vSechny bunécné typy v mysi exprimuji Foxnl — pouze TECs thymu?

15. Strana 37 — obrdzek 1 — mTECS™ vykazuji bimodalni tdTomato signal. Jaké mate vysvétleni? Zkouseli
jste backgating high a intermediate populace?
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16. Strana 38 a 49 — zminujete kolokalizaci tdTomato s eGFP pravdepodobné v Golgiho aparatu. Ten je
V bunkach lokalizovan v blizkosti MTOC, kde je velka , tlacenice™ riznych typu vezikularnich
struktur, véetné recyklujicich endosomii... Co vas vede k zavéru, ze nejpravdépodobnéjsi je lokalizace
v Golgi? Nezkouseli jste lysotracker nebo lysosensor pro urceni aktudlniho pH v kolokalizacni
struktuie, popr. po fixaci markery jednotlivych vezikularnich struktur?

17. Strana 42 — mezi kostimulacnimi molekulami zminujete PD-L1 — je tato molekula kostimulacni?

18. Strana 47- predikujete, ze CD45+ MHCII- CD11c- populace jsou thymocyty. Nezkouseli jste pro
fenotypizaci téchto enigmatickych bunék protilatky proti markeriim vyvojovych stadii thymocytii?

19. Strana 51 — v modelu jsou postulovany odlisné role mDC s odlisnou expresi MHC II. Jak tato exprese
muize byt stabilni? Mohou byt LO buiiky aktivovany ke zvyseni exprese MHC Il napy. injikaci LPS do
thymu? Co by se s teémito populacemi mohlo stat napr. pri intrathymové bakterialni infekci?

Na zavér bych chtél konstatovat, ze predlozend diplomova prace je vysoce kvalitnim pfispévkem
k mimofadné dulezitému biomedicinskému tématu. Prace je sepsana kvalitni angli¢tinou, formalné dokonale,
intelektualné na vysi a co je dilezité zopakovat, pomoci narocnych netrivialnich metodik moderni imunologie
testovani konkrétni hypotézy. Tuto praci doporucuji k obhajobé s vybornym hodnocenim. Autorovi pteji
hodné Stésti a uspécht v dobte zapocaté védecké kariéie, kdy se hned na zacatek pod vedenim skvélych
pomocnikil dotkl klicovych mechanismd imunitni odpovédi.

v Praze 3.9.2019 prof. RNDr. Jan Cerny, Ph.D.
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