Oponentsky posudek

Diplomova prace: Martina Bajzikova, Charakterizace biologickych a funkCnich vlastnosti
nového typu lidskych CD27- pamétovych B lymfocyta.

Predlozena diplomova prace se zabyva charakterizaci biologickych a funkénich vlastnosti
nového typu lidskych B lymfocyti, které maji fenotyp IgM'CD19°CD21°CD38", nenesou na
svém povrchu molekulu CD27, lisi se v expresi molekuly CD24 a jsou detekovany prevazné u
pacientll s béZznou variabilni imunodeficienci (CVID) a revmatoidni artritidou (RA). Tato
obsahla studie zahrnuje kromé rozboru exprese B bunécnych znakti detekovanych pomoci
pratokové cytometrie téZ molekularni analyzu zkoumajici charakteristiky zmiflovanych B
bunéénych populaci na Grovni jedné bunky. Studovéana byla ptredevsim distribuce IgM a IgG
transkriptli, analyza VDJ preskupeni pro te€zké fetézce u téchto transkriptl a exprese
transkriptii pro molekuly RAG. Vysledky prace naznacuji, ze zminované populace B bun¢k
by mohly reprezentovat vykonnostni stadia B lymfocytl s tim, ze CD24  subpopulace je vice
diferenciovand nez CD24" subpopulace. Pfednosti této diplomové price je predevsim
skuteCnost, Ze autorka provedla detailni analyzu ziskanych sekvenci a ziskala maximdalni
mozny soubor informaci o studovanych B bunéénych subpopulacich.

Po obsahové a formalni strance je prace kvalitn€ provedena. Strukturalizace textu je
srozumitelnd, logickd a snadno se v ni orientuje. Abstrakt a uvod vymezuji zaméry a cile
prace, pfiméfené shrnuji uskutecnéné experimenty a nabizi vysvétleni néalezl. Literarni
piehled je rozsahly, coz se u diplomovych praci toleruje, nicméné je logicky fazen, neopakuje
se a postupuje smysluplné od zakladu k specifické problematice. To prokazuje, ze autorka se
dobfie orientuje v problematice B bunék a chape zakladni mechanismy této ¢asti imunologie.
Metodicka Cast je dostatecné podrobnd, experimentalni procedury jsou popsany disledné a
srozumitelné a umoznuji snadnou reprodukovatelnost prace. Vysledky prace jsou obsahlé a
jsou spravné fazeny do logickych celkl. Problematicky ve vysledkové casti je popis
veSkerych vysledkli prezentovanych v tabulkach a grafech opakované v textu. To vede
k opakovéani a zplsobuje, ze Ctenaf se v textu snadno ztraci. Celé praci by prospélo, kdyby se
textova Cast zahustila a orientovala se pouze na popis vyznamnych nalezl a rozdila. Grafické
souhrny a tabulky jsou pfehledné a maji adekvatni popisky. Sporny je pouze obrazek 7, ktery
je méné Citelny. Diskuse je fazena v logickém uspotfadani k ziskanym vysledkim a poskytuje
interpretaci ziskanych dat. Veskeré vysledky jsou konfrontovany a diskutovany s jiz
publikovanymi nalezy. Je Skoda, ze v diskuzi chybi kritick¢é zhodnoceni limitaci této
diplomové prace. Na druhou stranu diskuse nabizi provokativni hypotézy, které vSak bude
tézké ovéftit, protoze funkeni testy zkoumanych subpopulaci B lymfocytl nejsou u lidi snadno
proveditelné. Nechybi ani zavéry a seznam pouzitych zdrojt, se kterymi bylo pracovano a z
kterych bylo ¢erpano.

Hlavnim ptispévkem piredlozené prace je odhaleni a molekularni popis nového typu lidskych
B lymfocyt, které sice vykazuji na svém povrchu naivni fenotyp (CD27 ), avSak
molekularni analyza jejich transkriptd naznacila, Ze by mohly reprezentovat vykonnostni
stadia B lymfocytl. Tento nalez je zcela unikatni a viibec prvni svého druhu. Tim tuto praci
1ze hodnotit a povazovat za pfinosnou a smysluplnou.
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Specifické komentare:

1.

Prace byla koncipovéna jako srovnani unikéatnich subpopulaci B lymfocyti mezi
zdravymi kontrolami, CVID a RA pacienty. Posuzovatel je vSak presvédCen, ze je
nutno provést srovndni unikdtnich subpopulaci s analyzou sortovanych naivnich a
piedev§im pamétovych bunék (CD27"). Bez srovnavaci analyzy je problematické
oznacovat nov¢ definované subpopulace B lymfocyti za pamétové stadia. Mira
diversifikace VDJ preskupeni u unikatnich populaci mize byt nesrovnatelné nizsi nez
je tomu u pamétovych B bunék. Somatické hypermutace a zména Ig isotypu nejsou
nutné iniciovany antigenem a mohou v ur¢itém méfitku probihat spontanné a bez
pifitomnosti germinalni reakce (napiiklad Weller et al., 2001, Proc. Nat. Acad. Sci.
USA 98: 1166; Shen et al., 2006, J. Immunol. 177: 5386) .

Obrazek 13 ukazuje, Ze n¢kteti CVID pacienti m¢li mnohem vyssi zastoupeni unikatni
CD27 subpopulace nez jini, ktefi pfipominali kontroly nebo RA pacienty.
Posuzovatel navrhuje srovnavaci analyzu CD27 subpopulace u CVID pacientl
s nizkou frekvenci versus s vysokou frekvenci téchto bunék.

V préaci se nckolikrat uvadi, Ze urcité vysledky byly pozorovany u vSech vzorki,
ackoliv tomu tak nebylo. Ziejmé jde o nevhodnou formulaci v anglicting, ale autorka
by se méla takovych vyjadieni vyvarovat. Naptiklad str. 57, 1.odst. ,,Both IgM and
IgG transcripts were discovered in all of analyzed B cells* nebo str. 82, 3. odst. ,,RAG
mRNAs were detected in all B cell subsets from all analyzed patients* atd.

Autorka nalezla nékteré VDIJ preskupeni neproduktivni (zejména pro Vu6 a Vg7
rodiny) ackoliv pouzila pro PCR amplifikaci mRNA (str. 58). Tento rozpor neni blize
specifikovan ani neni diskutovan.

Pocet analyzovanych geni pro urcité analyzy je ptilis nizky, aby bylo mozno vytvofit
vyznamné zavéry. To se tykd poctu analyzovanych genl v fadech 20-40 sekvenci
(napt. obr. 14, obr. 15, tab. 10, obr. 19, obr. 20, atd.). Tato skute¢nost by m¢la byt
diskutovéna. S tim souvisi i analyza Vi, Dy a Jg gent. Pocet genti v riznych Vi Dy a
Ju rodinach se lisi. Naptiklad Vy3 rodina obsahuje nejvice gend, coz je spravné
diskutovéano na str. 87. To vyjadiuje i obrazek 15. Pokud je vSak pocet analyzovanych
gent prili§ nizky a analyza se rozsifi na neékolik rodin geni, rozdily v méné a vice
pocetnych rodinach nemohou byt povazovany za statisticky vyznamné.

V ptipadé uvadéni vysledkt relativnich pocti bunék (napt. obr. 13) je vzdy nutno
zduraznit k jakému celku se procenta vztahuji. Jinymi slovy, frekvence ceho
predstavuji uvedena &isla (celkovy pocet viech bunék, lymfocyti, B bunék, CD19" B
bun¢k atd.).

Dle posuzovatele neni dostate¢né diskutovan ndlez uniformniho rozlozeni mutaci (obr.
21) a délky CDR3 oblasti (obr. 25) u RA pacientll pro ob¢ unikatni subpopulace
(CD24" i CD24 ). Zejména se jedna o diskuzi vzhledem k omezeni repertoaru Vi
genu a vysoké klonalni pfibuznosti B bunék. Tento nalez je velmi dilezity a zajimavy.
Pfi nizkém poctu ziskanych transkriptd pro IgG je problematické délat jakékoliv
zavéry. Zejména pak, jestlize nebyla provedena srovnavaci analyza CD27  a CD27"
B bunck. Neni také diskutovana moznost, ze absence IgM versus IgG transkriptu
muze byt zpisobena limitaci pouzité metody. V ptipad€ analyzy jedné buiiky je bézné,
ze transkript se nepodaii amplifikovat. To je zfejmé i z uspéSnosti aplifikace IgM
trankripti pro 96 pivodné sortovanych bunck. Zavéry pro buiky s pfitomnosti
jednoho a absenci druhého transkriptu proto mhou byt chybné. Tato skute¢nost by
méla byt diskutovana.
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Celkové hodnotim tuto diplomovou préaci jako kvalitni rukopis, ktery viele doporucuji
k obhajobé&. Ackoliv prace ma urcité nedostatky, kvalita a mnozstvi ziskanych vysledki jasné
prevazuji. V ramci kvality vyzkumu pozadovaném pro diplomovou praci jsem piesvédéen, ze
prace je nadstandardni. Z tohoto divodu navrhuji udélit absolutorium a navrhuji klasifikaci
vyborny.
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