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Diplomova prace:
Be. David Subjak
Imunologicky profil u pacientii s roztrousenou sklerozou

Bc. David subjak predklada k obhajobé¢ praci s nazvem "Imunologicky profil u pacientii s
roztrousenou sklerozou". Prace byla vypracovana na Mikrobiologickém tistavu AV CR, v. v. i. v
Laboratofi ptirozené imunity, pod vedenim MUDr. Anny Fiserové, Ph.D.

PtedloZenda diplomova prace je zamétena na roli NK bunék, T lymfocytl a monocytd v patogenezi
rouztrousSené sklerdzy (RS), jejich fenotyp a funkci v autoimunitni reakci u pacient nové
diagnostikovanych a po nasledné terapii ptipravkem Avonex (IFNB1a). Pomoci pritokové
cytometrie bylo analyzovano zastoupeni NK, NKT, T lymfocyti a monocytl se zaméFenim na
expresi inhibi¢ni molekuly CD161 a aktiva¢ni molekuly NKG2D.

U pacienti byly zjistény zvysené frekvence CD161+ bunék v subpopulacich NK CD356bright,NK
CD56dim, Th, Tc CD8bright, Tc CD8dim a sniZzené pocty bunék nesouci znak NKG2D u
subpopulaci NK CD56bright, NK CD56dim, Th, NKT, Tc CD8bright, Tc CD8dim a monocyti.
Redukovana cytotoxicka aktivita NK bunék u nelécenych pacientl korelovala se zvy$enou expresi
inhibi¢ntho CD161 a snizenou expresi aktivaéniho NKG2D receptoru.

NejvyznamnéjSim nalezem této diplomové prace je piedevsim to, Ze po 16¢b& Avonexem se
funkéni aktivita NK bunék vratila na hodnoty zdravych darci, coZ pfedstavuje slibny
vysledek predevsim s ohledem na mozné vyuziti v Iékafské praxi nap¥. k monitorovani
odpovédi na lécbu.

Prace je ¢lenéna klasicky na kapitoly Uvod, Literarni ptehled, Experimentalni &ast, Metody,
Vysledky, Diskuse, Zavér, a prehled citovanych praci. Celkem ma prace 76 stran, text ¢lenény do
8 kapitol. Po obsahové a formalni strance je prace dobie provedena. Strukturalizace textu je
srozumitelnd, logicka, je ptehledna a spliiuje formalni pozadavky na tento typ prace.

Stylisticka i pravopisna uroveii je dobrd, i kdyz autorovi sem tam unikly nékteré pieklepy (napt.
,» We observed increase counts ... nebo za subpopulations by méla nasledovat pfedlozka of na
str. 2 anglického abstraktu) a néktera slovni spojeni typu ,,double negativni (na str. 21) nebo
,»Siroky negativni regulator* na str. 26 anebo ,,boublet™ na str. 38. Lepsi orientaci v textu

Literarnimu ptehledu by napomohlo spravné fazeni a umisténi obrazki: na str. 16 je uveden obr.
1, ale za nim nasleduje obr. 5. a po ném obr. 2, 3, 4. Odkazy k obr. 1 a obr. 5 v textu chybi. Obr. 1
byl zvolen velmi spravné, vzhledem k jeho komplexité by bylo vhodnéjsi jej v textu ponékud
Sifeji rozvést.

Metodicka ¢ést je dostatecné podrobnd, experimentalni procedury jsou popsany dusledné a
srozumitelné a umozniuji snadnou reprodukovatelnost prace.

Grafy a tabulky Ze v sekci Vysledky jsou ptehledné a jsou vhodnym doplnénim textu, drobnou
vyhradu bych méla jen k tomu, v ptislusnych textovych ¢astech chybi hodnota N, tj. kolik bylo
testovano kontrol a osob pro tu kterou subpopulaci, jaky byl rozsah ziskanych hodnot (ptipadné
graficky demonstrovana distribuce hodnot), jaké byla smérodatna odchylka a 95% CI interval
(zvlasté s ohledem na to, ze kontrol bylo 118 a pacientt 34).
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Literarni ptehled je dobfe napsany, obsahuje tctyhodnych 104 citaci, je relevantni a zahrnuje
vSechny dilezité vychozi poznatky tématu. Vytknout Ize jen nejednotnost ve formatu citaci, kde
nékteré jsou citovany jako napt. ,,Sotgiu et al. 2004 ...“ a u jinych je uvedeno vice autort — viz
str. 74 kapitoly 7 literatura.

Diskuse je fazena v logickém usporadani k ziskanym vysledkim a poskytuje interpretaci
ziskanych dat. Veskeré vysledky jsou konfrontovany a diskutovany s jiz publikovanymi nélezy. Je
Skoda, ze v diskuzi chybi kritické zhodnoceni limitaci této diplomové prace a prospél by ji také
néjaky pokus o biologickou hypotézu uvadéjici ziskana data do SirStho kontextu v ramci pfirozené
imunity na pozadi autoimunitniho onemocnéni.

K praci mam nasledujici otazky:

1. Na str. 37 je na obr. 5 uveden zptsob definovani a detekce jednotlivych populaci, kde z obr B)
je patrné, Ze do PI negativnich bunék (C) jsou zahrnuty lymfocyty i monocyty, tedy tzv.
lymfomonogate, coZ je b&Zné pouzivano. V textu vysledki jsou ale subpopulace T lymfocyti a
monocyty vztahovany k lymfogate respektive k monogate. Bylo-li tomu tak, pak je nutné toto
znazornit ve zminéném obrazku.

2. Autor uvadi na str. 12 v Literarnim ptehledu, Ze RS se manifestuje ve ¢tyfech zakladnich
formach. Zkousel autor vyhodnotit namétené frekvence jednotlivych subpopulaci v ramei téchto
skupin (to by ostatné bylo velmi pfinosné i z hlediska teoretické znalosti patogeneze RS)? Pokud
ano, lisily se jednotlivé formy mezi sebou? Pokud ne, existuje néjaky predpokladany rozdil a
jaky?

3. Jaké bylo rozloZeni pohlavi u kontrol a pacientd s RS, byl zohlednén uvadény pomér Zeny:muzi
(2-3:1)?

4. Pro¢ byly stanoveny intervaly jednotlivych odbérti — II. odbér po 2-4-tydnech, III. po 5-9
tydnech a IV. po 10-16 tydnech? Ze zkusenosti s anti-TNF 1é¢bou nebo aplikaci rekombinaéniho
IL-1RA je zndmo, Ze ty nejvétsi zmény se odehravaji nékolik hodin az desitek hodin po aplikaci
I€ku.

5. Bylo moZzné zjisténé rozdily ve frekvencich jednotlivych bunéénych subpopulaci nalézt také u
jejich absolutnich poct?

6. Z grafli na str. 45 a 46 je patrny opacny trend v expresi CD161 a NKGD?2 napft. u souboru
vzorkl odebranych po 10-16 tydnech (tj. odbér IV). Provadél autor korelaéni analyzu napf. mezi
cytokin-produkujicimi a cytotoxickymi butikami?

7. Jak byly ziskavany efektorové cytotoxické buiikky? Byly sortovany?
8. Bude realné vyuzit vysledky v monitorovani odpovédi na lé¢bu klinickymi pracovisti?

9. Planuje autor na dané problematice dale pracovat a doplnit studii expresni analyzou napf.
transkrip¢nich faktort, ptipadné kinaz a fosfatdz k objasnéni intracelularnich molekularné
biologickych procesii s ohledem na pouzitou terapii? Takova analyza by jisté celou praci jeste
vice zkvalitnila tak, aby ji bylo mozno publikovat v dobrém zahrani¢nim ¢asopise.

Zavér:
Prace splnila vS§echny zadané cile a celkové hodnotim tuto diplomovou préci jako kvalitni rukopis.
Po doplnéni expresni analyzy ji bude jist€ mozné publikovat v n€kterém z renomovanych
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zahrani¢nim Casopise. Jsem presvédcena, ze prace odpovida standardtim v ramci kvality vyzkumu ~

pozadovaném pro diplomovou praci, a proto tuto diplomovou praci doporucuji k obhajobé.
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