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Magisterska prace Nikoly Butalové se vénuje aktualnimu tématu Huntingtonovy
choroby (HD), nevylécitelného neurodegenerativniho onemocnéni lidi. Prace je
soucasti projektu, v ramci kterého byl vytvofen jedineCny zvifeci model pro studium
Huntingtonovy choroby, transgenni prase exprimujici mutovany lidsky huntingtin.
Moznou praktickou aplikaci tohoto modelu je hledani biomarkert nastupu a progrese

nemoce.
Cile prace:

Cile predlozené prace zahrnovali zavedeni metodiky pro izolaci a kultivaci prasecich
monocytl a makrofagl, jejich naslednou charakterizaci pratokovou cytometrii a
sledovani zmén v koncentracich vybranych cytokinl v sekretomu téchto bunék a
v krevnim séru. Poslednim cilem byla charakterizace exprese mutovaného a

endogenniho huntingtinu v bunkach izolovanych z transgennich prasat.
Uvod:

V uvodu se autorka vénuje popisu Huntingtonovy choroby, jejich projevi a forem,
neuropatogeneze, charakterizaci huntingtinu a jeho funkce, dale role imunitniho
systému a zanétu v patogenezi HD a v neposledni fadé popisu experimentalnich
modeld HD. Casti pojednavajici o HD jsou zpracovany peélivé a jsou odrazem
precizni literarni rederde. Cast vénujici se imunitnimu systému je zpo&atku pojata
pfilis zeSiroka a obecné bez citaci, nastésti v dalSich podkapitolach je rozvedena
detailnéji, v€etné citaci tykajicich se role jednotlivych imunitnich bunék a molekul
v zanétu nervového systému a v patogenezi HD. Pro lepSi srozumitelnost je uvod

doplnén 2 obrazky a jednou tabulkou.
Material a metodika:

V praci studentka vyuzivala celou fadu pokrocilych imunologickych metod (pratokova
cytometrie, MACS, Luminex assay, Western blotting), které jsou popsany

srozumitelné a dostateCné detailné. Popis pouzitych metod je doplnén 6 obrazky,



které nazorné ilustruji design experimentu, praktické provedeni jednotlivych technik,
nebo zpUsob analyzy dat. Pouzité protilatky jsou pfehledné zobrazeny v tabulkach.
Je 8koda, Ze autorka nevyuzila potencial pratokové cytometrie v oblasti
mnohoparametrické analyzy a omezila genotypickou charakterizaci na jednobarevné
(maximalné dvoubarevné) analyzy. Pravdépodobné je to dano nedostateCnou

dostupnosti fluorescencné znacenych protilatek proti molekulam prasete.
Vysledky:

V kapitole vysledky autorka prezentuje 35 obrazki a 2 tabulky. Prezentované
vysledky jsou zajimavé a obsahuji velké mnozstvi informaci, av8ak popis vysledk
v textu i vlegendach by mohl byt preciznéji a srozumitelnéji formulovan, zejména
s ohledem na pozorované statisticky vyznamné rozdily mezi TG a WT zvifaty. P-
hodnoty jsou uvadény vyhradné pro srovnani nestimulovnych a stimulovanych
WT prasaty a tyto jsou zpravidla jen zminény v legendé, ale bez uvedeni P-hodnot.
To pokladam za zavazny nedostatek, ktery brani kritickému posouzeni dosazenych
vysledku. Uvital bych néjaké shrnuti srovnani TG a WT formou tabulky, ktera by
obsahovala pro vSechny méfené cytokiny zakladni statistické parametry. Cast
vénovana charakterizaci izolovanych bunék pritokovou cytometrii prezentuje jen
vysledek jednoho méfeni, neni mozno posoudit reproducibilitu, variabilitu mezi
jedinci, pfip. rozdily mezi TG a WT zvifaty. Pro lepSi posouzeni fenotypu bunék by

bylo vhodné vyuzit kombinace vice znaku ve vicebarevném panelu.
Diskuse:

Kapitola diskuse se zaméfuje pfedevSim na srovnavani vlastnich vysledku
s pfedchozimi vysledky ziskanymi u mladSich prasat ve stejném modelu. Pro lepSi
pfehlednost by bylo vhodné rozdily mezi citovanymi vysledky u 36-mési¢nich prasat
a novymi vysledky u 48- az 56-mésicnich prasat shrnout formou tabulky. Diskuse se
pomérné malo vénuje kritickému zhodnoceni pouzitého modelu, zvolenych metod a

dosazenych vysledki.
Formalni a jazykova stranka:

Po formalni a jazykové strance je prace zpracovana kvalitné, jen s par preklepy a

nékterymi ne zcela zdafenymi prfedklady z angli¢tiny (napf. misto kaudate nukleus



bych doporucil spravné anatomické terminy latinsky nucleus caudatus, prip. Cesky

ocasate jadro).
Pripominky a otazky do diskuse:

1. Prasata exprimujici lidsky mutovany huntingtin pfedstavuji jedineCny
experimentalni model. Byly u TG zvifat pozorovany néjaké klinické priznaky nebo

patologické zmény patognomické pro Huntingtonovu chorobu?

2.V Cem vidite nejvyraznéjsi rozdil mezi vysledky popisovanymi u 36-meésicnich TG

prasat a Vami pozorovanymi zménami u starsich jedinct?

3. Nékteré stanovované cytokiny pokladate za potencialni biomarkery pro HD. Co je

jesté podle Vas tfeba udélat, aby se tyto parametry daly jako biomarkery pouzit?

4. U nékterych cytokinl popisujete statisticky vyznamné rozdily mezi TG a WT
zviraty. Jsou tyto rozdily srovnatelné s rozdily mezi zdravymi lidmi a pacienty s HD

popsanym vV literatuie?

5. Tato prace polozila dobry metodicky zaklad pro dalSi charakterizaci monocyt a
makrofagl u prasat s HD. Kdybyste méla moznost v této praci pokracovat, jaké

vlastnosti téchto bunék by Vas zajimaly a jakymi metodami byste je chtéla zkoumat?

6. Myslite, Ze existuje pfima souvislost mezi expresi mutovaného huntingtinu
v bunikach imunitniho systému a pozorovanymi zménami? Jakym experimentalnim
pfistupem byste to mohla zjistit?

Zaveér:

Pfredlozena prace spliuje formalni a obsahové pozadavky. Prace splnila cile, které si
autorka vytycila. | pfes zminované nedostatky v interpretaci vysledk( praci doporuduiji
k obhajobé.
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