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Souhrn:

PredloZena diplomova prace zpracovavd na 67 stranach anglického textu a 21 obrazcich pomérné uzkou
tematiku vztahu exprese prirozené Siroce exprimovaného transmembranového proteinu FAP na mysim
modelu C57BI/6 (wt vs. Fap -/-) na imunosupresi po ortotopickém podéni syngenni mysi nddorové linie GL261
(glioblastom, GBM). Jedna se o vétsinové metodickou praci, skutecnych védeckych dat obsahuje minimalni
mnoZstvi. Otazka vlastni imunosuprese se omezila pouze na detekci regulacnich T bunék (Treg), a to jesté bez
zakladniho transkripcniho faktoru FOXP3. Autorka porovnala Ctyfi metody pfipravy vzorku, bohuzel bez udani
absolutnich vytézkd bunék. Na druhé strané autorka omezila autorka bunécnou analyzu na 8 z pdvodnich 9
protilatek, které byly pouZité v pfedchozi verzi diplomové prace. Protilatky pro detekci Treg bunék proti HELIOS
a CD25 nebyly titrované (obr. 6) a Uplné zde chybi vysledky protilatky proti FOXP3. Vysledky pochazi z velice
malych experimentalnich skupin a ¢ast vysledk(i obsahuje pravé pouze metodické ukazky analyzy dat.

Tato diplomova prace vychazi ze stejného tématu bakalarské prace autorky z roku 2017: ,,Immunosuppression
in the microenvironment of glioblastoma“, kde se autorka vénovala vyhradné lidskému onemocnéni. Oproti
pfedchozi verzi diplomové prace z minulého roku je tato verze rozsifena o tretinu, a to jak v poctu citaci, tak i
celkovym rozsahem textu a obrazové dokumentace. Autorka doplnila zakladni popis svého modelu a rozsitila
kapitolu Uvod o roli FAP proteinu v GBM a o my$i modely GBM. Vlastni anglicky text je jiZ lépe ¢itelny.

Cile prace:

Centralni hypotézou prace je zjistit, zda pritomnost membranové oligopeptidazy FAP v mysSim modelu
glioblastomu, konkrétné na stromdlnich burikach souvisi simunosupresi prostfednictvim zmén vimunitnim
infiltratu v nadoru

Dva dil¢i cile byly:

1/ optimalizace disocia¢niho protokolu pevného nadoru a

2/ na zdkladé pratokové cytometrie analyzovat data pfitomnosti populace myeloidnich bunék, konvenénich T
bunék, Treg bunék a NK bunék mezi wt a Fap-/- mysim kmenem.
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Struktura prace:

PredloZena diplomova prace ma klasické ¢lenéni, Zadna kapitola nechybi. Neni zde ovsem pFima navaznost
informaci mezi jednotlivymi kapitolami, naptiklad i pfi dlleZitém zdlvodnéni pouZitych povrchovych znakd,
respektive popisu zucastnénych bunéénych typl. Je zde mnoho nepresnosti a nahodnych informaci bez
souvislosti.

Formalni droveri:

Z formalniho hlediska vykazuje prace nedostatky hlavné v grafické ¢asti — popisky jsou malé, rozliseni necitelné.
Genové nazvy nejsou sjednocené podle soucasné nomenklatury a nepatfi do Seznamu zkratek. To nebylo
zminulé verze opravené. Diskuze obsahuje relevantni literaturu k obecnému problému role nadorového
mikroprostiedi a detekce imunitnich bunék. Méné se autorka vénovala diskuzi vlastnich dat, i kdyz ty byly velice
omezené co do rozsahu.

Vécné chyby:

Trvd moje vytka zpredchoziho posudku zroku 2019: autorka nepouzivd konzistentné oficidlni
genové/proteinové nazvy, navic nejsou tyto spravné formatované pro mys, resp. ¢lovéka, ale pouze nahodile —
podle data plvodni citace a nazvu béZném v tom case. Genové nazvy maji byt psané psané kurzivou.

Autorka neabsolvovala doporuceny predmét Cytometrie a jsou zde proto stale patrné zdkladni nedostatky
analyzy dat. Dalezité FMO (,fluorescence minus one”) kontroly nejsou aplikované na prokazani spravnosti volby
populaci a kompenzace, ani zde neni ukazané zpétné ohraniceni populace (,,backgating”). Pfi kalkulaci znaciciho
indexu (,,Stain index“) neni vibec jasné které negativni populace byly pouZité a jak bylo zvolené jejich ohraniceni
(,gating”), resp. je ukdzana pouze jedina negativni populace, a to je Spatné. Rlzné transformace dat nejsou
dobrym prikladem analyzy.

Citace:
Autorka cituje velké mnozstvi publikaci (187), velice kladné hodnotim fakt, Ze celd polovina je z poslednich péti
let.

Celkové hodnoceni:

PtredloZenou diplomovou praci hodnotim jako dobrou.

Doporuceni:
Doporucuji tuto diplomovou praci k obhajobé a autorce udéleni titulu Mgr.

Otézky:

1/ Fibréza je jednim z vystupl aktivace fibroblastl v nadoru. V praci piSete, Ze exprese FAP je asociovana s
mezenchymalnim typem GBM, ktery je agresivnéjsi. Zaroven ukazujete, Ze pouzitd line GL261 nevykazuje
enzymatickou aktivitu, zatimco primarni ZAM fibroblasty asociované s nadorem ano. Jakym zplsobem pravé
fibréza, pripadné proteolytické procesy zavislé na multifunkéni enzymatické aktivité FAP mohou korelovat
s imunosupresi v nddoru?




2/ Na obrazku 8 a v tabulce 9 ukazujete vzorova data po disociaci ¢tyfmi protokoly, ale provedené pouze na
jediné mysi, oviem se statistickou vyznamnosti. Jsou data skutec¢né statisticky spravné analyzovana? Ve sleziné
(obr. 8) Ize predpokladat vysokou homogenitu tkané, ale v nddorové tkani nikoli (tab. 9). Pravé na vzorku nadoru
prosim ukazte, jak vlastni data z tohoto experimentu (4 rGzné disociace) na cytometru skutecné vypadaji. Jaké
byly absolutni vytéZky bunék z nddoru na 1 mm?3 tkané&?

3/ Na obr. 14 ukazujete analyzu enzymatické aktivity FAP. Jedna se o méfeni stépeni substratu [N-(quinoline-4-
carbonyl)-D-Ala-L-Pro-7-amido-4-methyl-coumarin]. Je tento substrat skutecné tak specificky pro FAP, jak to
vypada podle minimalni aktivity u Fap-/- mysi, resp. je FAP jedinou Pro/Ala-specifickou oligopeptidazou u mysi?
Provedla jste kontrolni analyzu exprese FAP na téchto vzorcich? MUZete tuto analyzu dolozit.

4/ Jak si vysvétlujete pritomnost vysokého poctu DN (CD4- CD8-) T lymfocyt(, resp. nTreg bunék (CD4+ CD25+
HELIOS+, viz obr. 21A) v nadoru? Znamena to, Ze naprosta vétsina z CD4+ lymfocytll jsou regulacni T bunky?
Pripominam, Ze ¢ast z nich (FOXP3+) zde nejsou viibec detegované?

5/ Jaka ¢ast bunék nadoru byla stromdlniho typu? Hlavnim cilem prace totiz bylo zda: ,pfitomnost FAP
v glioblastomu, konkrétné na stromdlnich burikdch souvisi s imunosupresi prostfednictvim zmén v imunitnim
infiltratu v nddoru“. Mate néjakou evidenci? Jaky znak byste poufZila pro jejich identifikaci?

Vaof M/
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