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Posudek na diplomovou praci Lvdie Sklenarové

Diplomova prace Lydie Sklenafové zkouma vliv antibiotiky navozené mikrobiélni disbiézy na mikrobiotu samot-
nou, na permeabilitu stievni stény a na vyvoj neutrofilti v kostni diteni. Zaroveti autorka méii vliv podani bakterie
EcO83 na antibiotiky navozenou disbidzu a na dalsi vyse popsané parametry. Diplomova préce je psand v ¢eském
jazyce a je standardné ¢lenéna. Autorka se bohuzel nevyvarovala stylistickych neobratnosti, pouZiti laboratorniho
zargénu nebo pieklepu, které se vyskytuji ve vEtsi nez akceptovatelné miie (namatkou: str. 51: ,,analyzovat ex-
presi genii souvisejicich s funkci a pohotovosti neutrofilu®, str.54: , proteiny tésného spojeni®, ,,Prozanétlivé cy-
tokiny IL-18 a TNF-a po podani antibiotik vysly signifikantné vys$si oproti kontrolam* nebo na str. 54: ,, Obecné
geny asociované s TJ v tenkém stieve vykazovaly po podani probiotik vyznamné zotaveni ). Tato vyjadieni vedla
k pobaveni oponenta a jisté pobavi i samotnou komisi. Nejednd se o $tastna vyjadreni a odborny text by jich mél

byt nejlépe prosty. Nastésti tyto neobratnosti vétsinou nad miru neznesnadiuji pochopeni samotného textu.

Literarni Uvod je dobrym zakladem pro experimentalni ¢ast. Obzvlast’ bych chtél vyzdvihnout dvojici tabulek
popisujici vliv antibiotik na mikrobiotu, pfipadné asociaci jednotlivych znaku s efektorovou funkci neutrofilt.

Tyto &asti prace jsou velmi informaéné bohaté a dobfe zpracované.

Nésleduje metodicka ¢ast prace, kde je mirné nestastné ukryty design celého experimentu, z mého pohledu by
bylo lepsi tuto ¢ast piesunout a oteviit s ni vysledkovou ¢ast. Metodicka ¢ast je celkové zpracovana vysoce peé-

live.

Experimentalni ¢ast dokumentuje provedené experimenty. At uz se jedna o sloZeni mikrobiomu, analyzu neutro-
fild v kostni dfeni pomoci prutokové cytometrie nebo expresni profilovani vybranych genl ve stievé pomoci

gPCR. K této ¢éasti mam spolu s ¢asti diskuze asi nejvétsi pocet dotazi.

1. Autorka povazuje mysi, kterym byly podany antibiotika, za dysbiotické. Lze dojit k tomuto zavéru na

zékladé v praci prezentovanych (nejen sekvenaénich) dat?

2. Autorka prezentuje FACS-gatovaci startegii neutrofilii (Obr.7). Gatovaci strategie je sice zaloZena na

FMO kontrolach, nicméné populace jsou velmi arbitrarné gatovany (skrz stiedy populaci) a dale jsou
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analyzovany frekvence jednotlivych arbitrarné vzniklych populaci. Z mého pohledu by bylo lepsi data
prezentovat jako zménu v MFI pro CXCR2 a CD62L na celé populaci granulocytt (nejen pro CD62L
pozitivni neutrofily jak je uvedeno v obrazku 12E — mimochodem je toto spravné? Nasledny obrazek
12G pak dle popisu ukazuje CD62L na celé populaci granulocytti?). Mtize autorka komentovat tuto dis-
krepanci v jeji préci a prezentovat béhem obhajoby data zaloZzena na zméné MFI CXCR2 a CD62L na

celé populaci neutrofild pro jednotlivé experimentalni skupiny?

3. V navaznosti na predchozi experiment — v literatuie se standardné vyuziva odlisny experimentalni
pfistup pro méfeni vyvoje a mobilizace granulocyti z kostni diené pomoci pritokové cytometrie (emer-
gency granulopoesis). Chtél bych poprosit autorku o porovnani vyse zminéného piistupu s Vami vyuzi-

tym ptistupem. MiiZete zminit vyhody a nevyhody jednotlivych p¥istupa?

Korela¢ni matice na Obr. 12F piechazi piedstaveni primarnich gPCR dat (Obr. 13). toto feSeni neni pro ¢tenate
ptilis komfortni, stejné jako pfedsazeni vyslednych grafii (napi. Obrl12A-E pted reprezentativni FACS ploty —
Obr. 12G, H).

4. Na Obr. 13 autorka prezentuje vysledky exprese vybranych genti na vzorcich kostni diené pomoci
gPCR. Vzhledem k distribuci dat a mnozstvi méfeni (n=1, v nékterych skupinich pouze 3 zvitata) bych
se chtél zeptat na vyuzity statisticky test (neni ptimo v obrazku uveden a v metodice je komplexni vycet
jednotlivych pouzitych testt pro celou praci). Povazuje autorka opravdu za prokazanou zvySenou expresi
I11b, Tnfa, 1110, TIr2 atd. ve skupiné zvifat, kterym byly podavéna antibiotika. Lze vzhledem k distribuci
dat povazovat toto méfeni za vyznamné? Miize autorka komentovat rozdilné pocty méfeni — zvifat (na-
ptiklad kontrola (K) nebo ATB Il1b vs. Tnfa)? Byly néktera data naméfena a pozdé&ji vynechana? Pokud
ano, na zakladé jakého kritéria nebo kritérii? Dale bych poprosil autorku, aby pfti prezentaci uvadéla u

vSech vyhodnoceni experimentd pouzité statistické metody.

5. Dale bych autorku chtél poprosit o komentai k obrdzku 14 D, ktery je interpretovan jako pozitivni
korelace mezi expresi gent 111b a Cldn5. MuzZe se autorka zamétit v komentati na distribuci jednotlivych
bodt? Vede nartst v expresi 111b k nartstu exprese genu pro Cldn5? Jaky je vztah distribuce jednotlivych

bodti k v grafu vyzna¢enym ,.kiivkam®. Je pro interpretaci vyznamné, Zze body lezi mimo tyto , kiivky*?

Naésleduje kapitola diskuze, ktera zevrubné a detailné¢ komentuje naméfena data a snazi se je zasadit do kontextu
publikovanych studii. Tato ¢ast prace je detailné zpracovana. Zvlasté bych chtél vyzvednout zavére¢nou Cast

vénovanou limitacim ptedkladané experimentalni prace. | k této ¢asti mam nékolik (spise interpretaénich otazek).
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6. Chtél bych autorku poprosit o komentai k nasledujicimu tvrzeni ,, V neposledni Fadé stoji jisté za
zminku, Ze ndmi pozorované zmény v mikrobioté mohou byt oviivnéné i odlisnym bakteridlnim osidlenim
mezi jednotlivymi zviraty ve zvérinci a jejich dodavatelich, jak bylo popsano v pripade SFB a Thi7 imu-
nitni odpovédi* Viechny zvitata dle kapitoly metody pochézeji ze stejného zvétince, nebo tomu tak ne-

bylo? Je zde néjaky diivod, ktery by mohl zavdat k takovéto odlisnosti?

7. Jak si technicky piedstavujete vliv disbiézy na TLR2 signalizaci v kostni dieni, poukazuji Vase expe-
rimenty opravdu na aktivaci TIr2 signalni drahy v kostni dieni? ,,Nase prdace ukazuje, Ze dysbiéza indu-
kovana antibiotiky, indukovala zanétlivé zvysené zanétlivé cytokiny, jako IL-1f a TNF-a, zviasté v tenkém
stirevé a kostni dreni, spolu s aktivaci signdlnich drah jako je TLR2 v kostni dieni a TLR4 v tenkém

13

streve.

Piedlozend prace spliiuje nalezitosti pro diplomovou préci v oboru Imunologie a pIné ji doporucuji k obhajobé.
Jeji ohodnoceni nechdvam na komisi v zavislosti na vykonu autorky u obhajoby a na zakladé odpovédi na vyse

uvedené otazky.

Jan Dobe$
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