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Oponentsky posudek diplomové prace Bc. lvy Pacakové

Origin and regulation of intraepithelial CD4+CD8aoa+ T-cells induced by Segmented filamentous
bacteria

Predlozena diplomova prace se zabyva plvodem a indukci nekonvencni populace CD4* CD8aa* T-
lymfocytd, konkrétné roli dvou stfevnich bakteridlnich druhl a molekularnich mechanism v jejich
indukci. Uchazecka praci vypracovala ve stale relativné mladé, avsak jiz dobfe etablované, laboratofi
Skolitele Dr. Jana DobesSe. Navazuje bezprostfedné na predchozi vyzkum v této skupiné, ktery byl
publikovan ve Spi¢kovém Casopise Journal of Experimental Medicine.

V prvni casti svého vyzkumu uchazecka srovnavala bezmikrobni mySi, mysSi monokolonizované
Segmented filamentous bacteria (SFB) nebo Lactobacillus reuteri a mysi kolonizované obéma
bakterialnimi druhy zejména z hlediska poctu a fenotypu strevnich intraepithelidlnich lymfocytd (IEL),
zejména CD4+ T-lymfocytld. Uchazecka ziskala zajimavé vysledky, z nichz nékteré byly potvrzenim
publikovanych data a nékteré zcela nové. Efekt dvojité kolonizace mél spiSe maly vliv oproti
monokolonizaci SFB, s vyjimkou zvySené frekvence GZMB* LAMP1* CD4+ IEL a lehce sniZzené frekvence
IEL produkujicich IFNG nebo IL17A CD4+ IEL a zvySené frekvence regulacnich T-lymfocytU. V dalsi ¢asti
prace uchazecka zavadi monoklonalni model SFB antigenné specifickych T-lymfocytld pro jejich
sledovani v pribéhu kolonizace/vyvoje mysi. Na pilotnim pokusu s nizkym poétem zvifat ukazuje data,
ktera naznacuji, Ze transferované SFB-specifické Th1 buriky se vice akumuluji jako IEL a vykazuji silnéjsi
cytotoxicky IEL fenotyp nez Th17 burky. Prace ukazuje vysledky dalSich experiment(i zamérené na
zdroj IFNG ve stfevnim epithelu a roli AhR receptoru ve formovani mnozstvi a fenotypu IEL.

V prvni fadé bych chtél vyzdvihnout, Ze se jedna o velmi aktudlni a zasadni imunologické téma, které
je zaroven technicky a intelektudlné extrémné narocné. MnoiZstvi experimentdlni prace, kterou
uchazecka odvedla, je obdivuhodné a dle mého nazoru dalece prekracuje typické diplomové prace
v tomto programu. Lze pochopit, Ze uchazecka chtéla vsechny tyto své vysledky do prace zahrnout,
¢im? se ovéem sama postavila pired naro¢ny ukol. Cim vice vysledkd prace obsahuje, tim vice dat a
obrazové dokumentace je tfeba pripravit, popsat a diskutovat. PfestoZze nékdy méné znamena vice,
tak zcela rozhodnuti uchazecky chapu. Timto pohledem musim praci hodnotit celkové jako vysoce
nadpriimérnou a nize uvedené nedokonalosti nepovazuji za velmi problematické.

Diplomova prace je standardné clenéna na literarni Uvod, cile prace, material a metody, vysledky,
diskuzi a zavér. Ocenuiji, Ze cile prace jsou jasné definované a nasledné jejich splnéni je diskutovano
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v zavéru. Prace je psdna krdsnou srozumitelnou védeckou anglictinou, kde jednotlivé véty maji jasné
stru¢né sdéleni bez nadbytecnych odbocek a vyplnkovych frazi. Zejména literarni ivod mi bylo
potésenim Ccist, u vysledkl a diskuze jiz Ctivost a srozumitelnost mirné kolisa. Abych si odbyl své
oponentské povinnosti - autorka se nevyvarovala nékterych formalnich a typografickych chyb (par
vybranych uvadim na konci posudku). Nicméné mnozstvi téchto chyb je akceptovatelné a nevybocuje
z bézné praxe u takto rozsahlého textu psaného a podrobné kontrolovaného jednim autorem. Prace
obsahuje mnoho obrazové dokumentace — celkem 34 plvodnich obrazkd, které ilustruji literarni Gvod,
ukazuji schéma experiment(l a ,,gatovaci” strategii a samoziejmé prezentuji ziskana data.

Metody jsou popsany odpovidajicim zplUsobem. Vysledky jsou prezentovany srozumitelnou formou
s nékolika nize uvedenymi nedokonalostmi. Diskuze je zdafila, pfislo mi jen, Ze u takto dynamického
pole by asi $lo diskutovat/citovat vice recentnich publikaci.

K praci mam nasledujici pfipominky a otazky, na které by méla uchazecka reagovat u obhajoby:

1. Podle popisku a metod u pokusu ve Figure 6 byly pouzity pro kvantifikaci ,,universal bacterial S16
primers“. V pfipadé monokolonizovanych mysi by tedy specifické a univerzalni primery mély davat
totozné vysledky (feknéme po ocisténi rozdilné ucinnosti primera). Jak je tedy mozné, Ze tato relativni
kvantifikace dava rozdilné vysledky u riznych monokolonizovanych mysi a Ze se méni v case? Dale, jak
je moziné, Ze L. reuteri bylo detekovana v monokolonizovanych mysich SFB? Prekvapilo mne, Ze toto
pozorovani neni diskutovano. Pokud doslo ke kontaminaci SFB monokolonizovanych mysi bakterii L.
reuteri (byt mnozstvi této bakterie bylo vyrazné nizsi nez u dvojité kolonizovanych mysi), tak to mozna
vyznamné meéni interpretaci nameérenych dat. Mohla by uchazecka podrobné popsat, v jakych
hygienickych podminkach byly mysi chovany v pribéhu experimentu? Jak bylo zajisténo/testovano, Ze
nedoslo ke kontaminaci prostfedim?

2. Jak bylo pocitano Z-score u analyzy vysledkl prezentovanych ve Figure 9? Nejprve mi bylo podezrelé,
Ze hierarchie jednotlivych mysi (datovych bodu) se méni pfi zobrazeni netransformovanych dat a pfi Z-
score, coz bylo ¢astecné vysvétleno azZ v diskuzi tim, Ze Z-score byla nejspiSe pocitano z jednotlivych
batchd (kolik jich bylo a kolik mysi obsahovaly?). Podrobnéjsi vysvétleni bych ocekaval ve Figure
legends a/nebo metodach. Pro vétsi transparentnost by bylo dobré ukazat vSsechna namérena data
s rozliSenim , coz by umoznilo verifikovat interpretaci dat. Je mozné pocitat statistickou signifikanci
z takto transformovanych dat, kdyZz pfi statistickém srovnani netransformovanych dat vysledky
signifikantni nejsou? Nejedna se o tzv. p-hacking? Jak jinak by Slo statisticky hodnotit data s vysokou
batch-to-batch variabilitou? Data ve Figure 9B-C je vypadaji, Ze nemaji normalni rozdéleni (zejm. u
dvojité kolonizovanych mysi), coz je v rozporu s predpoklady pro statisticky test ANOVA. Jak jinak Ize
tato data statisticky hodnotit?

3. Popisky k obrazkim jsou misty pfilis struéné a zpravidla chybi informace o tom, jaké mysi byly
analyzovany. PrestoZe tato informace je vétSinou uvedena v textu, bylo by prehlednéjsi ji mit i zde.
Konkrétné experiment ukdzany ve Figure 33 je matouci, protoZe se jedna o inhibici AhR, jehoZ ligand
produkuje L. reuteri, ale z textu a Figure 31 vyplyva, Ze mysi byly kolonizovany pouze SFB. To mi
nedavalo smysl, nezZ jsem z diskuze (Str. 68-69) zjistil, Ze patrné tyto mysi nebyly germ-free, ale SPF a
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tedy nejspiSe mély nezndmou uroven ,pfirozené” kolonizace bakterii L. reuteri. Autorka v diskuzi
spravneé dochazi k zavéru, Ze experimenty v takovém setupu Ize obtiZné interpretovat (zejména, jedna-
li se o pokus adresujici: ,Mechanisms of IELs activation after colonization by Lactobacillus reuteri”).
Chapu, Ze uchazecka tento technicky naro¢ny pokus chtéla zahrnout, ale uvital bych, kdyby motivace
a interpretace byly zjevné jiz ve vysledkové ¢asti. Jaky by mél byt design experimentu, ktery by nejlépe
odhalil roli AhR v tom, jak L. reuteri ovliviiuje pocet a genotyp IELs?

4. Uchazecka interpretuje sva data tak, Ze Thl bunky jsou prekurzory cytotoxickych IELs (Figure 30).
Ovsem predchozi data ukdzala, Ze dvojité kolonizované mysi maji vlamina propria méné IFNG
produkujicich bunék, ale vice cytotoxickych IEL nez mysi monokolonizované SFB (Figure 9 a 11). Mohla
by autorka tento zdanlivy rozpor (anti-korelace IFNG produkujicich bunék a cytotoxickych IEL)
vysvétlit? Mohla by uchazecka predstavit a zd(ivodnit sv(j pohled na celou cestu, kterou urazi naivni
CD4* T-lymfocyt nez se stane IEL véetné prechodnych stadii (lokalizace, fenotyp)?

5. Uchazecka pouZziva pouze vyraz SFB. Jedna se o jeden definovany druh nebo smésnou kulturu? Ma
tento druhy (druhy) védecké jméno?

Ptiklady formalnich a typografickych chyb

1. Vseznamu literatury jsou nékteré citace uvedeny netplné nebo chybné. Clanek od Jolicoeur
et al. ma chybu v ndzvu a chybné uvedeny ¢asopis, ¢lanek od Wells et Osborne ma nekompletni
nazev a neuvedené periodikum apod.

2. Jméno Ustfedni bakterie , L. reuteri” je nékdy psané kurzivou a nékdy ne, ¢asto chybné psano
bez mezery mezi zkratkou rodového jména a druhovym jménem.

3. Ve Figure 1 je pravdépodobné chybné uvedeno ,,CD8BB+“ misto ,,CD8ap+".

»,abundance did not decreased” (Str. 34)

Na Figuru 7 (gatovaci strategie) neni odkazovano v textu.

o o

Celkové hodnotim praci jako excelentni, vyznamné prevysujici béZzné standardy, jednoznacné ji
doporucuji k obhajobé s nejlepsim moznym ohodnocenim.

V Praze dne 10.5.2024

Mgr. Ondrej Stépanek, PhD



