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Souhrn: 
Předložená diplomová práce zpracovává v angličtině téma kožního zánětu u Nethertonova syndromu na modelu Spink5-/-  
Klk5-/- myši v souvislosti s funkcí kalikreinů (především KLK5) a dále TNF a jeho receptoru TNFRSF1A. 

Autor zjistil, že absence jednoho z TNF receptorů (Tnfrsf1a-/-) neprodlouží životnost Spink5-/- Klk5-/- myšího modelu s 
poporodní úmrtností P2-P5, ovšem tento údaj se čtenář dozví až v Závěru. Vlastní výsledky (vyjma technického popisu 
vytvoření Tnfrsf1a-/- myši) jsou v práci uvedené na pouhých 4 stranách a 3 obrázcích. To považuji za nedostatečné. 
Diskuze je proto následně také velice krátká (4 strany). 

Autor si navrhl jako hlavní cíl práce pochopení role TNF signalizace v patogenezi kožního zánětlivého onemocnění – 
Nethertonova syndromu. To je komplexní úkol a autor jej zpracoval při použití trojitého KO myšího modelu a dvou 
hlavních technologií – qPCR a histologie z odebraných kožních vzorků bez jejich předchozího ovlivnění in vivo. Tedy se 
jedná o konstitutivní stav imunitního systému v kůži u geneticky modifikovaných modelů, které pracoviště školitele vytváří 
v rámci konsorcia myších klinik a zároveň využívá k vlastnímu výzkumu. 

Primárně jsem vůbec nepochopil proč si autor, resp. tým školitele vytkl jako cíl vytvořit nový konstitutivní Tnfrsf1a-/- myší 
model, když tento a také Spink5-/- a Klk5-/- modely již existují a šlo pouze o to připravit jejich křížence. Z práce není jasné 
v čem se tyto nové KO modely liší od existujících.  Co mě překvapilo úplně nejvíc je, že autorský tým myší kliniky nezvažuje 
sdílení existujících KO modelů a autor tvrdí, že: „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.“ Proč? Může to autor vysvětlit? Proč není 
rychlejší, a nakonec i levnější použití modelů, které mají myší kliniky po celém světě v chovech a stačilo je pouze křížit? To 
umožní studentům lepší orientaci v dostupných nástrojích, ale hlavně efektivní řízení projektů. Navíc autor vůbec 
nezmiňuje ani necituje databázové zdroje, které jsou pro práci s myšími modely zásadní – např. IMPC: 
(https://www.mousephenotype.org) a jiné. Logická úvaha nad použitím podmíněných KO modelů v případě letálního 
Spink5-/- modelu též chybí. Detailní zdůvodnění letálního fenotypu v práci chybí. 

Tolik potřebné zdůvodnění zvoleného postupu práce autor nepoužil ve více klíčových pasážích práce a na tuto hypotézu 
nenavázal vlastními experimenty. Nekonsistentní obsah celé práce je dobře vidět na centrálním tématu – souvislost mezi 
TNF signalizací a aktivitou KLK zcela chybí. Jiným případem jsou široce popisované patologické stavy, které následně 
nejsou vůbec studované. 

Autor často vytváří složité logické vazby bez vyústění, aniž by k nim měl k dispozici fakta a následně uzavírá svoji hypotézu 
slovy: jsou nutné dodatečné experimenty, data nejsou signifikantní atd. Cílem diplomové práce má být prvý opak – musí 
vycházet ve svých úvahách a úsudcích z existujících dat a provázat centrální hypotézu s experimenty, které sám provedl. 



Mnoho z pojmů, kterým se autor věnuje v Úvodu, nebylo v experimentech použito (antimikrobiální peptidy), naopak část 
z experimentálních dat nebyla v Úvodu uvedena a v diskuzi zmíněna (NASDCL+ granulocyty). 

Cíle práce 
Zadání práce bylo školitelem v SIS uvedené stručně jako:  

• Detailní analýza zánětlivých procesů v již dřívě připravených myších modelech deficientních pro proteázy KLK či 
jejich inhibitory.  

• Příprava reportérového systému pro studium exprese vybraných proteáz v čase a místě.  
• Analýza molekulárních mechanismů regulace kožní zánětlivé reakce proteázami KLK. 

Autor si v práci stanovil tyto úkoly, přitom o TNF nebylo v původním zadání školitele zmínka, a v logice Úvodu není TNF 
signalizace vůbec propojená s KLK proteázami: 

• Produce Generation of a Tnfr1-/- mice on the C57BL6/N background. 
• Combination of Tnfr1-/- mice with Klk5-/-Spink5-/- line 
• Analysis of the gross, histologic and molecular phenotype of individual mouse models 

Vzhledem k tomu, že nepovažuji laborantskou přípravu modelu za dostatečnou náplň diplomové práce, a navíc dnes má 
myší klinika BioCEV (CCP) pro takovou laborantskou práci jistě dost zaměstnanců, budu se ve svém posudku věnovat 
meritu imunologického poznání zánětlivé kožní reakce.  

Tento poslední cíl byl splněný pouze velice omezeně ve dvou experimentech. 

Struktura práce: 
Předložená diplomová práce má klasické členění. Výhradu mám k nadbytečnému obecnému Úvodu, kde autor na 31 
stranách popisuje jevy, kterým se nadále již nevěnuje – například role kalikreinů v jiných chorobách nebo srovnání myší a 
lidské kůže. Naopak nedává do souvislosti klíčové téma TNF vs. kalikreiny. Diskuze k vlastním datům je velice omezená 
pouze na qPCR data. Na jediné stránce, kde diskutuje svá data, autor plně nevyužívá dostupné literatury.   

Formální úroveň: 
Z důvodu, že jednotlivé kapitoly nejsou provázané, se čtenáři v textu velice špatně orientuje. Grafická dokumentace je 
dostačující a zahrnuje především přehledná schémata převzatá z přehledových článků. 

Proč si autor neosvojil v takto zkušeném týmu používání zavedené genové nomenklatury – např. Tnfrsf1a v případě Tnfr1 
(resp. TNF a nikoli TNFa) – je mi záhadou. Navíc v textu chaoticky ignoruje konsensus psaní genových a proteinových 
názvů. Je to základní dovednost, kterou studenti během studia mají získat – tedy používání standardizovaných pojmů a 
definic, nikoli kopírování staršího názvosloví a vytváření vlastního vyjadřovacího slovníku.  

Jazyková úroveň:  
Jazyková kvalita anglického textu je průměrná, odpovídá magisterskému stupni. Autor se ovšem často dopouští 
krkolomných dlouhých spojení, které ve výsledku nedávají smysl – například: „It 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.“. Často se informace opakují nebo jsou obecného charakteru bez citace (nebo dokonce s jinou citací), nebo 
postrádají návaznost. 

Citace: 
Autor používá ve své práci poměrně staré citace. U několika citací chybí stránky. Mnoho nových citací k tématu chybí. 
Z mého pohledu klíčová citace, která – jak autor tvrdí – dokládá pravý opak jeho zjištění, je špatně citovaná (Zingkou, 
2018) – jedná se o dizertační práci. Navíc se v práci tato citace objeví pouze jednou, ale autor necituje ani novější 
relevantní práce téže autorky, například: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/32442469/, kde se tvrdí, že perinatální letalita 
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Klk5-/- Spink5-/- je 70 % až ve dni P7, nikoli P2-P5 jak tvrdí autor. Navíc popisuje absenci kathelicidinu (Camp-/-) jako další 
významný faktor, který prodlouží časnou úmrtnost Klk5-/- Spink5-/- myší. Je to jeden případ z mnoha. 

Absence relevantních zdrojů k úzkému tématu Nethertonova syndromu je zásadní chybou, naopak se autor věnuje 
širokým nesouvisejícím tématům. 

Celkové hodnocení: 
Předloženou diplomovou práci hodnotím dobře. 

Doporučení: 
Předloženou práci přes výše zmíněné výhrady doporučuji k obhajobě a autorovi navrhuji udělení titulu Mgr. 

___________________________________________________________________________________________________ 

Otázky: 

1/ K čemu slouží „Bonferroni correction“? - viz metodika statistické analýzy. Jaký jiný než sloupcový graf je vhodný pro 
zobrazení dat, když máte n ≥ 7? 

2/ Jak byla hodnocena obrazová analýza v ImageJ - makrem pro počítání NASDCL+ granulocytů nebo ručně? Byl obraz 
nějak automaticky zpracován? V Úvodu úplně chybí zdůvodnění těchto buněk jako důležitých rozdílových znaků 
zánětlivého prostředí kůže. Následně byla náhodně vybraná řez kůže s nesignifikantním výsledkem a vysokou standardní 
odchylkou. Jaká byla variabilita mezi náhodně vybranými řezy od jednoho individuálního zvířete? 

3/ Ad RNA analýza – vzhledem k omezenému množství dat – může autor ukázat grafy „melting“ analýzy u těch nejvíce 
signifikantních genů a zároveň zobrazit absolutní hodnoty Ct u všech analyzovaných genů, včetně všech „housekeeping“ 
genů. Souhlasný trend téměř všech analyzovaných genů je varovným signálem, že s vlastním vynesením relativních 
hodnot nemusí být vše v pořádku. Jakým jiným způsobem lze normalizovat qPCR data než jako relativní hodnotu 
k množství „housekeeping“ genu? Uvítal bych i kritickou analýzu proč autorovi nevyšla detekce IL17a, když byl tento 
transkript signifikantně zachycen v předchozích analýzách v laboratoři. 

4/ Proč se autor nesoustředil na lokální blokaci TNF signalizace, když píše v Diskuzi, že Tnf-/- plně zachrání letální fenotyp 
Spink5-/- Klk5-/- myši (Zingkou, 2018) zatímco jeho výsledky s Tnfrsf1a-/- myší nikoli? Jaké experimentální možnosti u 
myšího modelu máme? 

5/ Proč autor nebo laboratoř školitele nepoužívá podmíněné KO modely, když řeší jejich časnou úmrtnost? 


