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Generation and analysis of mutant mouse model to study roles of KLKs in cutaneous inflammation

Souhrn:
PredloZena diplomova prace zpracovava v angli¢tiné téma kozniho zénétu u Nethertonova syndromu na modelu Spink5-/-
KIk5-/- mysi v souvislosti s funkci kalikreint (pfedevsim KLK5) a dale TNF a jeho receptoru TNFRSF1A.

Autor zjistil, Ze absence jednoho z TNF receptor( (Tnfrsfla-/-) neprodlouzi Zivotnost Spink5-/- Klk5-/- mysiho modelu s
poporodni Umrtnosti P2-P5, ovSem tento Udaj se ¢tendf dozvi az v Zavéru. Vlastni vysledky (vyjma technického popisu
vytvoreni Tnfrsfla-/- mysi) jsou v praci uvedené na pouhych 4 stranach a 3 obrdzcich. To povaZuji za nedostatecné.
Diskuze je proto nasledné také velice kratka (4 strany).

Autor si navrhl jako hlavni cil prace pochopeni role TNF signalizace v patogenezi kozniho zanétlivého onemocnéni —
Nethertonova syndromu. To je komplexni Ukol a autor jej zpracoval pfi pouZiti trojitého KO mysiho modelu a dvou
hlavnich technologii — qPCR a histologie z odebranych koZnich vzork( bez jejich predchoziho ovlivnéni in vivo. Tedy se
jedna o konstitutivni stav imunitniho systému v kizi u geneticky modifikovanych model(, které pracovisté skolitele vytvari
v ramci konsorcia mysich klinik a zaroven vyuziva k vlastnimu vyzkumu.

Primérné jsem vibec nepochopil proc si autor, resp. tym skolitele vytkl jako cil vytvofit novy konstitutivni Tnfrsfla-/- mysi
model, kdyz tento a také Spink5-/- a KIk5-/- modely jiz existuji a $lo pouze o to pripravit jejich kfizence. Z prace neni jasné
v ¢em se tyto nové KO modely lisi od existujicich. Co mé prekvapilo Uplné nejvic je, Ze autorsky tym mysi kliniky nezvazuje
sdileni existujicich KO model( a autor tvrdi, Ze: , Successful production of the Tnfr1-/- mouse model was a necessary
prerequisite to proceed with the main focus of this thesis. CRISPR/Cas9 system was chosen for this effort since its
usefulness and flexibility for transgenic mice production is without parallel and it is quicker and cheaper to produce
knockout mouse de novo by this system than to import already existing models.” Proc? M(iZe to autor vysvétlit? Proc neni
rychlejsi, a nakonec i levnéjsi pouziti modeld, které maji mysi kliniky po celém svété v chovech a stadilo je pouze kfizZit? To
umozni studentlim lepsi orientaci v dostupnych nastrojich, ale hlavné efektivni fizeni projektt. Navic autor viibec
nezminuje ani necituje databazové zdroje, které jsou pro praci s mysimi modely zasadni — napf. IMPC:
(https://www.mousephenotype.org) a jiné. Logicka Gvaha nad pouzitim podminénych KO modeli v ptipadé letdlniho

Spink5-/- modelu téZ chybi. Detailni zdGvodnéni letalniho fenotypu v préci chybi.

Tolik potfebné zdlvodnéni zvoleného postupu prace autor nepoutzil ve vice klicovych pasazich prace a na tuto hypotézu
nenavazal vlastnimi experimenty. Nekonsistentni obsah celé prace je dobfe vidét na centralnim tématu — souvislost mezi
TNF signalizaci a aktivitou KLK zcela chybi. Jinym pfipadem jsou Siroce popisované patologické stavy, které nasledné
nejsou vlbec studované.

Autor Casto vytvari sloZité logické vazby bez vyusténi, aniz by k nim mél k dispozici fakta a nasledné uzavira svoji hypotézu
slovy: jsou nutné dodatecné experimenty, data nejsou signifikantni atd. Cilem diplomové prace ma byt prvy opak — musi
vychdazet ve svych tvahach a Usudcich z existujicich dat a provazat centrdlni hypotézu s experimenty, které sam provedl.
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Mnoho z pojm0, kterym se autor vénuje v Uvodu, nebylo v experimentech pouZito (antimikrobialni peptidy), naopak ¢ast
z experimentalnich dat nebyla v Uvodu uvedena a v diskuzi zminéna (NASDCL+ granulocyty).

Cile prace
Zadani prace bylo skolitelem v SIS uvedené stru¢né jako:

e  Detailni analyza zanétlivych procest v jiz dfivé pripravenych mysich modelech deficientnich pro proteazy KLK i
jejich inhibitory.

e  Pfiprava reportérového systému pro studium exprese vybranych proteaz v Case a misté.

e Analyza molekularnich mechanismu regulace kozni zanétlivé reakce proteazami KLK.

Autor si v praci stanovil tyto tkoly, pfitom o TNF nebylo v plivodnim zadani kolitele zminka, a v logice Uvodu neni TNF
signalizace vlibec propojena s KLK protedzami:

e Produce Generation of a Tnfrl-/- mice on the C57BL6/N background.
e Combination of Tnfrl-/- mice with KIk5-/-Spink5-/- line
e Analysis of the gross, histologic and molecular phenotype of individual mouse models

Vzhledem k tomu, Ze nepovazuji laborantskou pfipravu modelu za dostatecnou napln diplomové prace, a navic dnes ma
mysi klinika BioCEV (CCP) pro takovou laborantskou praci jisté dost zaméstnanc(, budu se ve svém posudku vénovat
meritu imunologického poznani zanétlivé kozni reakce.

Tento posledni cil byl spInény pouze velice omezené ve dvou experimentech.

Struktura prace:
PFedloZend diplomova prace ma klasické &lenéni. Vyhradu mam k nadbyteénému obecnému Uvodu, kde autor na 31

strandch popisuje jevy, kterym se nadale jiz nevénuje — napftiklad role kalikreinl v jinych chorobach nebo srovnani mysi a
lidské klze. Naopak nedava do souvislosti klicové téma TNF vs. kalikreiny. Diskuze k vlastnim datlm je velice omezena
pouze na qPCR data. Na jediné strance, kde diskutuje sva data, autor pIné nevyuziva dostupné literatury.

Formalni uroveri:
Z dlivodu, Ze jednotlivé kapitoly nejsou provéazané, se ctenafi v textu velice Spatné orientuje. Grafickd dokumentace je
dostacujici a zahrnuje pfedevsim prehlednd schémata prevzata z prehledovych ¢lank.

Proc si autor neosvojil v takto zkuseném tymu pouzivani zavedené genové nomenklatury — napt. Tnfrsfla v ptipadé Tnfrl
(resp. TNF a nikoli TNFa) — je mi zahadou. Navic v textu chaoticky ignoruje konsensus psani genovych a proteinovych
nazvy. Je to zakladni dovednost, kterou studenti béhem studia maji ziskat — tedy pouzivani standardizovanych pojm0 a
definic, nikoli kopirovani starsiho nazvoslovi a vytvéareni vlastniho vyjadfovaciho slovniku.

Jazykova uroveri:

Jazykova kvalita anglického textu je primérnd, odpovidd magisterskému stupni. Autor se ovsem casto dopousti
krkolomnych dlouhych spojeni, které ve vysledku nedavaji smysl — napfiklad: ,/t is very likely that this is not the end of the
scope by which KLKs are able to exert their modulatory effects, but the available data are insufficient to draw any further
conclusions.”. Casto se informace opakuji nebo jsou obecného charakteru bez citace (nebo dokonce s jinou citaci), nebo
postradaji navaznost.

Citace:

Autor pouZziva ve své praci pomérné staré citace. U nékolika citaci chybi stranky. Mnoho novych citaci k tématu chybi.

Z mého pohledu klicova citace, kterd — jak autor tvrdi — doklada pravy opak jeho zjisténi, je Spatné citovana (Zingkou,
2018) — jedna se o dizertacni praci. Navic se v prdci tato citace objevi pouze jednou, ale autor necituje ani nové;jsi
relevantni prace téze autorky, naptiklad: https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/32442469/, kde se tvrdi, Ze perinatalni letalita




Klk5-/- Spink5-/- je 70 % az ve dni P7, nikoli P2-P5 jak tvrdi autor. Navic popisuje absenci kathelicidinu (Camp-/-) jako dalsi
vyznamny faktor, ktery prodlouzi ¢asnou umrtnost Klk5-/- Spink5-/- mysi. Je to jeden pfipad z mnoha.

Absence relevantnich zdrojl k uzkému tématu Nethertonova syndromu je zdsadni chybou, naopak se autor vénuje
sirokym nesouvisejicim tématdm.

Celkové hodnoceni:

PfedloZenou diplomovou praci hodnotim dobfre.

Doporuceni:
PredloZenou praci pres vyse zminéné vyhrady doporucuji k obhajobé a autorovi navrhuji udéleni titulu Mgr.

Otazky:

1/ K ¢emu slouzi ,,Bonferroni correction“? - viz metodika statistické analyzy. Jaky jiny neZ sloupcovy graf je vhodny pro
zobrazeni dat, kdyZ mate n > 7?

2/ Jak byla hodnocena obrazova analyza v ImageJ - makrem pro pocitani NASDCL+ granulocytd nebo ru¢né? Byl obraz
né&jak automaticky zpracovan? V Uvodu UplIné chybi zd@vodnéni téchto bunék jako ddleZitych rozdilovych znakd
zanétlivého prostredi kiize. Nasledné byla ndhodné vybrana fez kize s nesignifikantnim vysledkem a vysokou standardni
odchylkou. Jaka byla variabilita mezi ndhodné vybranymi fezy od jednoho individualniho zvifete?

3/ Ad RNA analyza — vzhledem k omezenému mnozstvi dat — mlzZe autor ukazat grafy ,,melting” analyzy u téch nejvice
signifikantnich gen0 a zaroven zobrazit absolutni hodnoty Ct u vSech analyzovanych gend, véetné vsech , housekeeping”
genU. Souhlasny trend témér vSech analyzovanych gen( je varovnym signdlem, Ze s vlastnim vynesenim relativnich
hodnot nemusi byt vSe v poradku. Jakym jinym zplsobem Ize normalizovat gPCR data neZ jako relativni hodnotu

k mnozstvi ,housekeeping” genu? Uvital bych i kritickou analyzu pro¢ autorovi nevysla detekce /L17a, kdyZ byl tento
transkript signifikantné zachycen v pfedchozich analyzach v laboratofi.

4/ Proc se autor nesoustredil na lokalni blokaci TNF signalizace, kdyzZ piSe v Diskuzi, Ze Tnf-/- pIné zachrani letalni fenotyp
Spink5-/- KIk5-/- mysi (Zingkou, 2018) zatimco jeho vysledky s Tnfrsfla-/- mysi nikoli? Jaké experimentalni moznosti u
mysiho modelu médme?

5/ Proc autor nebo laboratofr skolitele nepouZiva podminéné KO modely, kdyz fesi jejich ¢asnou umrtnost?
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