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Posudek diplomové prace: Modulaéni plisobeni kmenovych bunék na buriky imunitniho systému zprostfedkované
mitochondrialnim transferem

PredlozZena, relativné Usporna prace, vypracovana v ceském jazyce, je standardné ¢lenéna a klade si za cil srovnat MSC
a SC z hlediska jejich schopnosti mitotransferu a jeho vlivu na splenocyty, a popsani mechanismu mitotransferu do
jednotlivych populaci splenocytd. Velice pozitivné hodnotim, Ze se autorka v ramci svého studia experimentalné
podilela na pfipravé ¢lanku “Sertoli Cells Possess Immunomodulatory Properties and the Ability of Mitochondrial
Transfer Similar to Mesenchymal Stromal Cells”, nedavno zverejnéného v Casopise Stem Cell Reviews and Reports
(Porubska et al., 2021).

Po formalni strance je prace napsana dobrou ¢estinou s minimem preklept ¢i nepresnosti.

Autorka cituje celkem 121 relevantnich zdrojli, zahrnujicich pdvodni a prehledové clanky, doporuéeni odborné
spolecnosti a kapitolu z knihy. V seznamu poufzité literatury jsou pfehledové ¢lanky oznaceny hvézdic¢kou, u nékterych
vsak hvézdicka chybi (Song et al., 2020, Fan et al., 2020, Keller et al., 2020, Sylvester et al., 1994). Domnivam se, Ze na
str. 3 je zaménéna citace prehledového ¢lanku (Fan et al., 2020 vs Mishra et al., 2020). V nékterych ptipadech, by
myslim bylo korektné;jsi citovat pavodni publikace nebo uvést, Ze se jedna o citaci review pfimo v textu.

StéZejni analytickou metodou pro dosaZzeni vysledkd je prlitokova cytometrie, kterou autorka jisté dobfe ovlada.
V prdci se objevil i jeden mikroskopicky obrazek, ktery vSak vykazuje nedostatky ve zpracovani a rozhodné neni
vyveden v publikaéni kvalité.

Nazev prace si klade velmi ambicidzni tkol, a to popsat modula¢ni mechanismy kmenovych bunék na splenocyty
zprostifedkované mitochondrialnim transferem, samotnou imunomodulaci, tj napt. vlivem na aktivaci ¢i tolerizaci
leukocytl, se vSak experimentalné nezabyva.

Zavérem autorka konstatuje, Ze dochazi k pfenosu mitochondrii jak z MSC, tak ze SC do Ctyr subpopulaci splenocyta.
Mira pfenosu mitochondrii ze SC je nizsi nez z MSC a mitotransfer mezi MSC/SC a SPL je obousmérny, pfi¢emz
mitochondrie pfenasené do MSC/SC jsou pravdépodobné nefunkéni.

Téma prace — modulacni vlastnosti MSC a SC a jejich mechanismy- je velmi komplexni a zajimavé, a domnivam se, Ze
literarni reSerSe je v nékterych bodech ponékud stfidma a c¢tenar neznaly tematiky nékdy postrada ndvaznosti.
Néktera tvrzeni by zaslouzila podrobnéjsi vysvétleni.

Str.2 ,...plsobeni MSC neni ve vsech pripadech jednoznacné protizdanétlivé. ZdleZi totiz na tom, jak dlouho zdnét
probihd a taky na mikroprostredi, ve kterém se MSC nachdzi (Aggarwal et al., 2005; Jiang et al., 2020)....“
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K praci mam fadu doplriujicich dotazli a komentari:

1. Technicky ne zcela zdafily obrazek 7 si klade za cil demonstrovat mitotransfer z MSC a SC do leukocytt na
pfikladu jednoho leukocytu. Po technické strance je obrdzku je patrné, Ze jednotlivé kanaly nebyly extrahovany
zjednoho plvodniho vice-kandlového obrazku (odlisné zvétSeni, rozdilné rozméry, posun jednotlivych
obrazkd). Zcela chybi jakdkoliv statistika. V pripadé panelu B (MSC) dokonce burky leZi na sobé, cozZ zcela
znemoznuje stanovit, zda mitochondrie skutecné patfi leukocytu ¢i MSC. Vyuziti wide field mikroskopie je
v tomto typu experimentu problematické a pro korelaci prostorové distribuce bych doporucila pouZzit
mikroskopii konfokalni.
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Obrdzek 7. Fluorescencni mikroskopie prenosu mitochondrii z MSC/SC do SPL (CD45). A — mitotransfer
ze SC do SPL (CD45 — fialovd). B — mitotransfer ; MSC do SPL (CD45). Cytoskelet barven pomoci
phalloidinu (F-aktin — zelena), jadra pomoci DAPI — modra, mitochondrie pomoci MitoTracker Red —
cervend. Zvétseno A: 400x, B: 630x. MSC — mezenchymaini kmenové bunky, SC — Sertoliho bunky, MitoT —
MitoTracker Red.

2. Mitochondridlni transfer mGze probihat rGznymi zpUsoby bud’ zavislymi na pfimém mezibunécném kontaktu
(TNT, jiny pfimy kontakt bunék), ¢i parakrinné (Li et al., 2019). Ve vasem systému vSak nepozorujete parakrinni
prenos mitochondrii. Mate néjaké vysvétleni pro odliSnosti v chovani téchto dvou experimentalnich model’?

3. Jaky byste navrhla zplsob detekce mitotransferu, aby bylo mozné odlisit prenos pres TNT od jiné formy
mezibunécného kontaktu? Jaké kontroly byste navrhla pouzit?

4. Jak byste stanovila mitotransfer bez pouziti mitodyes a jaké vyhody ¢i nevyhody by tento pristup mél?

5. Z obrazku 10 neni patrné, zda jsou Annexin V pozitivni buriky zaroven pozitivni i na Hoechst 33258, muzZete
okomentovat distribuci bunék prochazejici casnou a pozdni fazi apoptdozy?
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6. Na obrazku 14 ukazujete, Ze kultivace splenocytl s oligomycinem ¢i rotenonem nevede ke zvySeni produkce
ROS. V nasledném experimentu (obr. 16) jste indukovali produkci ROS ve splenocytech pomoci H202 a méfili
ucinnost mitotransferu. Zaujalo mé, Ze aplikace jak induktoru ROS - H20, tak i antioxidantu — NAC, ¢i jejich
kombinace vedla obvykle ke snizeni mitotransferu. Méreni ROS ukazalo, Ze kultivace s H202 skute¢né vede ke
zvySeni ROS a inkubace s NAC k jich snizeni. Kombinace obou vedla k obdobnym koncentracim ROS jako u
neovlivnénych splenocytl. Jakou spojitost mezi pfitomnosti ROS a mitotransferem vyvozujete z tohoto
experimentu?

7. Jaksipfedstavujete prakticky vyuZitelny terapeuticky potencidl SC, které, dle mého nazoru, predstavuji relativné
problematicky dostupny zdroj kmenovych bunék (oproti napriklad tukové tkani).

8. Jaky vyznam ma pfipadny mitotransfer do leukocytd, jako bunék pohyblivych s obvykle relativné kratkou délkou
Zivota, a které jsou snadno nahraditelné v porovnani napf s dlouho Zijicimi neurony ¢i kardiomyocyty, u kterych
muZe snadno dojit k poskozeni stresem a nasledné tedy mohou benefitovat z pfenosu funkénich mitochondrii

z MSC?
Prace i pres drobné, vySe zminéné nedostatky prokazuje autorcinu schopnost zpracovat literarni resersi,

provadét experimentalni praci a dokumentovat a diskutovat jeji vysledky. Gratuluji studentce ke spoluautorstvi
naddavno publikovaného ¢lanku (Porubska et al., 2021) a praci doporucuji k obhajobé bez vétsich vyhrad.
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