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Cile préace:
Cilem diplomové prace je ovéfit vliv vybranych imunosupresivnich latek na
diferenciaci, prezivani a metabolickou aktivitu mezenchymalnich kmenovych bunék
(MSC). Taktéz urcit vliv imunosupresivnich latek na expresi molekul, které hraji
vyznamnou roli v imunomodulaénich mechanismech a to na modelu mySich MSC
izolovanych z tukové tkané a lidskych MSC izolovanych z tukové tkané a kostni
dfené in vitro.

Vzhledem k tomu, Ze MSC a jejich vyuziti ve velkém poctu klinickych studii je

aktudlni oblast vyzkumu, téma a cile diplomové prace jsou velmi vhodné zvolené.

Struktura (€lenéni prace):
Clenéni prace je standardni, prace taktéZ obsahuje pfilohy, které srozumitelné

a pfehledné shrnuji ziskané vysledky. Rozsah prace: 64 stran vlastniho textu.

Literarni prehled:

Literarni prehled odpovida tématu, je napsan srozumitelné, autorka pouzila
dostate¢ny pocet literarnich zdroja. V praci bylo citovano 115 praci. Autorka ve své
praci cituje taktéz elektronické dokumenty (webové stranky), ale ty nejsou uvedeny

v seznamu literatury (https://clinicaltrials.gov,  http:/osiris.com/OLD/clinical_prochymal.php,
http://tmedweb.tulane.edu/pharmwiki/doku.php/organ_transplantation).

V literarnim prehledu postrddam uvod do problematiky, kde by byl zminén vyznam
a pfinos této prace.

Podle mého nazoru kapitola 1.2 Vyuziti MSC v klinickych studiich by méla
nasledovat az po kapitole 1.3 Imunomodulaéni mechanismy MSC. Je vhodngjSi
nejprve popsat viastnosti MSC a pak na zékladé danych védomosti psat o jejich

klinickém vyuziti.
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Mam pfipominku ke kapitole 1.2.2 Autoimunitni onemocnéni, kde autorka uvadi
pouze tabulku pfikladl klinickych studii vyuzivajicich k 1é€bé MSC. Podle mého
nazoru by si dana kapitola zaslouzila textovou ¢ast uvadgjici, pro¢ se MSC vyuzivaji

pfi [éCbé autoimunitnich onemocnéni.

Material a metody:
Pouzité metody odpovidaji experimentalni kapitole. Jednotlivé metody jsou vétSinou

srozumitelné popsané, ale s fadou nedostatkd, které budou uvedeny v pfipominkach.

Experimentalni ¢ast:
Autorka ve své préci srozumitelné popisuje cile jednotlivych experimentu, ziskané
vysledky jsou prehledné zdokumentovany.

Za nedostatek této Casti povazuji neuvedeni poctu technickych a biologickych
opakovani, pfestoze jsou méfené hodnoty doplnény o smérodatné odchylky.

DalSi nedostatky budou shrnuty v pfipominkach.

Diskuse:
Autorka v diskusi dava ziskané vysledky do kontextu s literaturou, ale jde spiSe
o0 konstatovani nez porovnavani. Podle mého nazoru v diskusi by mély byt vice

rozvedeny pficiny rozdilG ziskanych vysledku.

Zavéry (Souhrn):
Zaveéry jsou prehledné a vystizné, prispélo k tomu i uvedeni pfiloh na konci prace,

kde jsou vysledky shrnuty do pfehlednych tabulek.

Formalni uroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova uroven):
Graficka uroven prace je velmi dobra, ale mam nékolik pfipominek, které uvadim
nize. Stylizace Ceského abstraktu ma prvky anglicky stylizovaného textu a navic
pfeklad neni vzdy presny.

Prace je sice psana srozumitelné, ale v nékterych pasazich se vyskytuji stylistické
neobratnosti. | proto &teni neni vzdy plynulé, Gprava a stylizace textu by si podle
meého néazoru vyZzadovaly jesté vice usili.

V textu je par preklepu, v nékterych pfipadech chybi ¢arky apod.



Otazky a pripominky:

Nékteré priklady drobnych nedostatkl a nepfesnosti:

1)

2)

3)

4)

5)

6)
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Podle mého nazoru by Seznam pouzitych zkratek vyZzadoval IlepSi
formatovani, protoze neni moc prehledny.

Vénovat vétsi pozornost uvadéni kompletniho nazvu kapitol. (Pfiklad: kapitola
1.1 Fenotyp. Spravné by mélo byt uvedeno Fenotyp mezenchymalnich
kmenovych bunék.)

Slovni spojeni ,et al.“ neni psano kurzivou, rovnéz ,in vivo“ v jednom pfipadé.
U nékterych vét chybi citace. Napf: ,Imunosupresivni latka CsA byla poprvé
izolovana z houby Tolypocladium infantum v roce 1970.“ (str. 21);

.V organismu je MFF rychle metabolizovan na MPA a glukuronid MPA

a vyluCovan z téla télnimi tekutinami (viz obrazek 7)* (str. 22); nebo véty
v prvnim odstavci v kapitole Diskuse.

V tabulce 8 chybi uvedeni protilatky CD54 (ICAM-1).

V nékterych pfipadech popis osy y zasahuje do stupnice osy (obr. 20, 22B),
taktéZ popisy osy y nejsou rovnobézné u grafl, které jsou pod sebou (obr. 17,
22, 33, 34). Obr. 18B ma nepfehledné znazornéni signifikanci (p value).

U obr. 6 zustalo pGvodni oznaceni ,A“ z literarniho zdroje, ale v praci neni

nutné a navic prekryva zobrazenou chemickou strukturu.

Pfipominky:

1)

2)
3)

Nékteré véty v Ceské a anglické verzi abstraktu nejsou obsahové shodné.

Po kratkodobé kultivaci imunosupresivni latky rdzné ovliviiuji metabolickou aktivitu,
pfezivani a expresi vyznamnych molekul pro imunosupresi MSC.

Here we show that MSC from various sources are affected differentialy after short-
term exposure of the tested immunosuppressants.

VétSina imunosupresivnich latek méla inhibicni efekt na studované parametry
mySich MSC a pouze cyklosporin A fenotyp a prezivani mySich MSC neménil.

Only cyclosporine A does not change immune-related parameters of mice MSC in the
comparison to other immunosuppressants.

NerozliSovani zkratek proteind a genu, geny nejsou psany kurzivou.

V metodé Diferenciace adipogenni a osteogenni je uvedeno, Zze MSC byly
kultivovany s imunosupresivnimi latkami ve 24-jamkové destiCce a po
dosazeni diferenciace byly zafixovany a obarveny Oil Red O a Alizarin Red.

Byla na tuto metodu pouZzita specialni desticka na mikroskop se sklenénym
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dnem, ktera neni v popisu zminéna, nebo v metodé chybi popsani toho, Ze na
dné kazdé jamky v destiCce byly kryci sklicka, na kterych byly MSC
kultivovany?

4) V metoda 3.7 lzolace RNA chybi popsani centrifugace bunék po kultivaci,
popis metody zacCina az odebranim supernatantu a pfidanim jednotlivych
chemikalii. Taktéz neni zminéno nasledné vytvoreni 2 fazi po centrifugaci a
pfeneseni vodni faze do nové eppendorfky. V metodé je popsano, Ze pelety
byly na konci suseny 5 min pfi 39 °C. Je dana teplota spravné uvedena?

5) V metodé Izolace RNA chybi stanoveni koncentrace RNA, jeji stability
a Cistoty. Uvedte, prosim, v jakém rozpéti se dané hodnoty pohybovaly.

6) Metoda 3.8 Reverzni transkripce uplné postrada postup/provedeni. Jsou
vyjmenovany jenom reagencie formou odrazek. Jako 4. odrazka v poradi je
65 °C 5 minut, mlzete, prosim, upfesnit vyznam tohoto popisu? Znamena to
smichani prvnich 3 reagenci a inkubace za danych podminek?

7) Na zakladé ¢eho byl vybran GAPDH jako referenéni gen pro metody RT-PCR
a gPCR?

8) Nejsou uvedeny pfesné hodnoty p value v textu (kapitola Vysledky).

9) V praci jsou Casté neuplné popisy/legendy k obrazkim. Chybi vysvétleni
zkratek (napf. obr. 6, 10, 31), uvedeni jednotek pro pouzitou koncentraci
imunosupresivnich latek (obr. 20, 21, 22, 23, 24, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36).

10) Ani v jednom popisu k obrazku neni uveden pocCet opakovani pokusu,
prestoze jsou vysledky doplnény o smérodatné odchylky.

11)Pfi popisu osy y u vysledkl z prutokové cytometrie je nutné uvadét, ze se
jedna o % pozitivnich bunék na dany znak a ne pouze Annexin V %, % Fas-L
atd. U metody ELISA pfi popisu osy y se jednotky koncentrace daného

cytokinu uvadeéji v hranatych zavorkach po nazvu cytokinu.

Otazky:

1) Jaké rGzné postupy se pouzivaji na zlepSeni migracni aktivity MSC na
poZzadované misto po jejich systémovém podani? Pro¢ je malo efektivni
proces migrace MSC po systémovém podani, zjakych vlastnosti MSC to
vyplyva? Jaky vliv na migraci MSC ma samotna kultivace a néasledné

zpracovani bunék, centrifugace, pouziti trypsinu?



2) Kam nejc¢astéji migruji MSC po systémovém podani? Ma podani MSC rovnéz
pozitivni ucinek, i kdyZ nedojde k migraci do pozadovaného mista uréeni?

3) V &em se mezi sebou lisi lidské MSC izolované z tukové tkané a kostni dfené?

4) Jak vypada dot plot VCAM-1 pozitivnich lidskych MSC izolovanych z tukové
tkané, kde uvadite, Zze VCAM-1 exprimuji jenom 2 % populace, v porovhani
s dot plotem VCAM-1 pozitivnich bunék lidskych MSC izolovanych z kostni
dfené? Prosim ukazat jednotlivé populace formou dot plotu.

5) V préaci uvadite (str. 11) tuto vétu: ,V nékteych studiich 1é¢by akutni GvHD, kdy
byli pacienti rezistentni k imunosupresivnim latkdm, nebyli jedinci [éCeni
imunosupresivnimi latkami v dobé podani MSC (Muroi et al., 2015).”

Uvedte, prosim, vysledky této studie.

6) V kapitole Diskuse je uvedeno (str. 64): ,Mnozstvi IL-6, které produkuji
nestimulované MSC nebo MSC stimulované IFN-y by pravdépodobné nemélo
byt dostate¢né pro navozeni fennotypu Thl7. Z eho vychazi dané

konstatovani (neni uvedena citace)?

Splnéni cilli prace a celkové hodnoceni:

Julie Vackova predlozila k obhajobé celkové kvalitni diplomovou praci s aktualnim a
zajimavym tématem. Zaroven bych chtéla vyzdvihnout védecky pfinos dané préace.
Autorka ziskala dullezité vysledky nejen o celkovém vlivu puUsobeni
imunosupresivnich latek na mezenchymalni kmenové buriky, ale navic ziskala i
vyznamné vysledky popisujici rozdil mezi mySimi a lidskymi MSC a rovnéz rozdilu
mezi lidskymi MSC ziskanymi z riznych zdroju (kostni dfenn a tukova tkan). Za
ziskanymi vysledky je vidét velké pracovni Usili a nasazeni.

Ale na druhé strané prace obsahuje formalni nedostatky, které sice samy o sobé
nejsou az tak zavazné, ale s pfihlédnutim na cely souhrn pfipominek prace budi
dojem, Ze jejimu dokon€ovani mohlo byt vénovano jesté trochu vic Casu a usili.

Praci jednoznacné& doporucuji k obhajobé a navrhuji celkové hodnoceni velmi

dobre.

Datum: 27.5.2016 Mgr. Valéria Grobarova, Ph.D.
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