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Název práce: Vliv léčby inhibitory TNF-α na složení mikrobioty a imunitní odpověď                  

u pacientů s nespecifickými střevními záněty   

 

Cílem práce bylo charakterizovat změny ve složení střevní mikrobioty a charakterizo-

vat imunitní odpověď vůči komenzálním mikrobům během terapie anti-TNF-α protilátkami     

u pacientů s IBD. 

Téma práce je vhodně zvoleno vzhledem k tomu, že střevní mikrobiota hraje důležitou 

roli v odpovědi na biologickou léčbu IBD. Hledání vhodných prediktivních biomarkerů, které 

by umožnily předpovědět odpověď na terapii je důležitá a aktuální oblast výzkumů. Identifi-

kace a zavedení takového biomarkeru do klinické praxe by mělo významný dopad pro zlepšení 

kvality života a léčby pacientů. V neposledním řadě vzhledem k vysokým finančním nákladům 

biologické léčby by to taktéž mělo pozitivní dopad na ekonomiku zdravotnictví. 

Členění práce je standardní, práce obsahuje všechny požadované části. Rozsah práce: 

65 stran vlastního textu. Formální a grafická úroveň práce je na velmi dobré úrovni, jedná se 

o přehledně napsanou práci v českém jazyce. Text je psaný srozumitelným a čtivým jazykem. 

Práci po jazykové stránce jako Slovenka, bohužel, nemůžu úplně posoudit.  

 

Literární přehled odpovídá tématu práce a je rozdělen do 3 hlavních kapitol, a to:  

1. Stavba a imunitní systém střeva, 2. Střevní mikrobiota, 3. Nespecifické střevní záněty (IBD).  

Celkově je literární přehled napsán přehledně a srozumitelně, ale podle mého názoru by některé 

části mohly být podrobněji popsány. Jedná se hlavně o 1. kapitolu Stavba a imunitní systém 

střeva, která je velmi obecná. Podkapitola popisující imunitní systém střeva má 2 strany               

a informace v textu jsou převážně čerpány a citovány jenom z 2 přehledových článků (Kayama 

& Takeda, 2012; Mowat & Agace, 2014). Taktéž by bylo vhodné popsat roli IL-2 v imunitních 

procesech a patogenezi IBD, jelikož procentuální zastoupení populace buněk, které daný cy-

tokin produkují, je jedním z výsledků práce. 
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Autor v práci použil nadprůměrný počet literárních zdrojů (237 citací). Z toho 75 literárních 

zdrojů je recentních (od roku 2018). V seznamu literatury je uvedeno použití 11 sekundárních 

citací. Chtěla bych ocenit zahrnutí funkčních odkazů na jednotlivé literární zdroje. 

 

Připomínky k citování literárních zdrojů:  

1) V některých případech autor cituje souhrnný článek i tam, kde je dohledatelná primární 

literatura, která je citovaná přímo v daném přehledovém článku/review (např. na str. 

13-14 Mowat & Agace, 2014), nebo články, kde je daná informace uvedena jenom 

v úvodní části, a to taktéž s příslušnou primární citací (např.: na str. 17 Qin et al., 2010; 

na str. 18 Tsukuda et al. 2021). 

2) V kapitole Úvod chybí citace: „Nicméně, až 30 % pacientů na tuto terapii vůbec          

neodpovídá a z těch odpovídajících 30 % pacientů do 1 roku odpovídat přestane.“ 

3) Citace elektronického zdroje (https://www.upopolis.com/docs/crohns-colitis/) v po-

pisu obr. 2 není uvedena v seznamu použité literatury. 

 

Autor se během experimentální práce obeznámil s řadou metod, které jsou v práci většinou 

přehledně popsány. Metody týkající se analýzy složení střevní mikrobioty jsou psány ve zkrá-

cené formě odkazující se na protokol výrobce. Celkově kapitola Materiál a metody neobsahuje 

souhrnný výpis chemikálií, spotřebního materiálů a přístrojů, ty jsou popsány jednotlivě    

v příslušných metodách. Součástí kapitoly jsou tabulky 2 a 3, které přehledně shrnují obecnou 

charakteristiku pacientů. 

K prezentaci výsledků z průtokové cytometrie mám několik připomínek. Ve všeobecnosti 

při popisu os x a y je nutné uvádět pro lepší přehlednost daný znak, a ne pouze fluorochrom. 

Na obr. 6 taktéž není uvedené, o jaký vzorek se jedná a na některých dotplotech jsou sledované 

události mimo osu. Na obrázku je zobrazená gatovací strategie pro buňky produkující IL-4, ale 

daná populace nebyla zahrnuta do výsledkové části. (Protilátka pro detekci IL-4 se nachází 

také v seznamu použitých protilátek v Tab. 7.) Další připomínky k analýze dat z průtokové 

cytometrie budou uvedeny níže. 

 

V práci jsou srozumitelně popsány cíle jednotlivých experimentů, získané výsledky 

jsou přehledně zdokumentovány. Jak již bylo zmíněno, autor se obeznámil s řadou metod,          

a tomu odpovídá i experimentální část.  

Velice oceňuji propojení klinických dat se získanými výsledky, které přineslo další rozměr 

v jejich interpretaci. 
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K téhle části mám několik připomínek:  

1) Experimentální část, která se zabývá kultivaci PBMC pacientů s bakteriálními lyzáty, 

postrádá pro správnou interpretaci výsledků vzorky od zdravých dárců. Podle mého 

názoru je to nutné z hlediska základní kontroly nastavení experimentů, jak průtokové 

cytometrie, tak metody ELISA. 

2) Některé věty v popisu výsledků jsou nad rámec výsledkové části a patří spíš do literár-

ního přehledu nebo do diskuse. Např: na str. 63: „...IL-17 (obr. 23C, D), který se podílí 

na chemotaxi neutrofilů do místa zánětu a na regulaci střevní bariéry indukcí exprese 

antimikrobiálních peptidů a proliferace buněk střevního epitelu (Maxwell et al., 2015; 

Wolk et al., 2004).“; „Třetím detekovaným cytokinem byl TNF-α, který v cílových buň-

kách může indukovat apoptózu (Mitoma et al., 2018) a může se podílet na narušené 

funkci střevní bariéry (Ninnemann et al., 2022).“ 

 

Rozsah diskuse je 8,5 strany. Student adekvátně diskutuje o výsledcích a porovnává je s ji-

nými studiemi, které byly v této oblasti provedeny. Závěry jsou přehledné a výstižné,               

korespondují se zadanými cíli práce.  

 

Otázky: 

 

1) Na průběh biologické léčby má (kromě jiného) samozřejmě vliv i stupeň závažnosti 

onemocnění. V práci uvádíte, že v ČR je indikací k zahájení biologické léčby u pacientů 

s CD těžká forma onemocnění a u pacientů s UC střední až těžká forma nemoci. Jak je 

to v jiných státech? Jak se mění parametry primární, resp. sekundární neodpovídavosti 

na léčbu, když je zahájena dříve, když se ještě nejedná o těžkou formu nemoci? 

2) Role IL-2 v prevenci chronického zánětu v gastrointestinálním traktu prostřednictvím 

regulačních T lymfocytů je všeobecně známa. Na str. 63 uvádíte: „IL-2 je produkován 

především aktivovanými T-lymfocyty, na které pak působí jako autokrinní růstový fak-

tor (Amado et al., 2013).“ Jaký jiný typ buněk se podílí na produkci IL-2? Popište daný 

regulační mechanizmus, který kontroluje imunitní procesy ve střevě a tvoří základ 

k případnému terapeutickému využití nízkých dávek IL-2 v léčbě CD. 

3) Jakou roli sehrávají Th9 pomocné lymfocyty u onemocnění UC? 

4) Na obr. 6 je uvedena strategie, která byla použita k vyhodnocení cytometrických dat. 

Z obrázku není jasné na základě čeho, byla stanovena hranice mezi pozitivní a nega-

tivní populaci. Uveďte dotploty pro negativní (neznačené), pozitivní (značené) a taktéž 

FMO kontroly. Taktéž ukažte reprezentativní dotploty, které znázorňují pozitivní    

kontroly po inkubaci s CD3/CD28 a stafylokokovým enterotoxinem B (SEB).            
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Procentuální zastoupení CD3+CD4+CD17+ buněk se pohybuje na úrovni setin z před-

chozí populace. Ukažte reprezentativní dotploty daných populací a příslušný absolutní 

počet buněk pro jednotlivé experimentální podmínky. Jak si vysvětlujete double pozi-

tivní populaci CD4+CD8+ T lymfocytů? 

 

 

 

Autor v diplomové práci zkoumal vliv léčby inhibitory TNF-α na složení mikrobioty             

a imunitní odpověď u pacientů s nespecifickými střevními záněty. Jedná se o velice aktuální   

a zajímavé téma výzkumu, který má přesah do klinické praxe.  

Martin Mihula předložil k obhajobě celkově kvalitní diplomovou práci s relevantním zaměře-

ním, ale podle mého názoru s určitými nedostatky. Práci doporučuji k obhajobě s celkovým 

hodnocením na rozhraní výborně/velmi dobře. 

                                                                                       

 

 

 

Mgr. Valéria Grobárová, Ph.D. 


