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Oponentsky posudek k diplomové praci Bc. Tomase Brabce:

Novel mechanisms of T cell-mediated intestinal autoimmunity to Paneth cells

Pfedlozend diplomové préce pojednava o autoimunitni reakci T bunék vici sekretornim Panethovym
burikdm tenkého stfeva, které zajidtuji ochranu stfevni sliznice pfed patogeny a udrZuji homeostazu
stfevni mikrofléry. Prace vychdzi z dfive publikované studie, jeZ popisuje autoimunitni reakci T bunék
specifickych na alfa-defensiny, které unikaji selekci v brzliku a napadaji Panethovy buriky ve stfevé. To
vede k destrukci Panethovych bunék, pfiéemz snizeni jejich poctu pfispiva k zanétlivé reakci ve stfevé
a kdysbalanci stfevnich mikrobiot. PfedloZena préace si klade za cil objasnéni mechanismu této
autoimunitni reakce a vztahu mezi jednotlivymi typy T bunék, Panethovymi burikami a nékterymi
kmeny bakterii, které se ve stfevé nachdzeji. Poskozeni Panethovych bunék pfitom Gzce souvisi
s nékterymi vaznymi onemocnénimi gastrointestindlniho traktu.

Préce je pfehledné& &lenénd do jednotlivych sekci. Literdrni piehled prace shrnuje tematiku imunitni
tolerance a typy imunitnich reakci predeviim ve stfevé, popisuje funkci Panethovych bunék a
vysvétluje jejich roli v korekci mikrobiot vtenkém stfevé. Prehled je doplnén nékolika nazornymi
ilustracemi kli¢ovych imunitnich dé&ji ve stievé. Cile prace jsou jasné stanoveny. Experimentaini ¢ast
vysvétluje pouzity model imunodeficientnich my$i a prace shrnuje pomérné technicky narocné
experimenty, zahrnujici imunizaci zvitat, izolaci a kultivaci T bunék, jejich sortovani a transplantaci do
recipientnich zvifat. Vramci tohoto procesu jsou pfitom porovnavany normaini T buriky a T buriky
s nefunkénim genem pro protein Aire, diky ¢emuZ tyto bunky cili na alfa-defensiny a napadaji
Panethovy burfiky. To vede ke sniZeni jejich pottu a ziskany stav tak mimikuje zanétlivé choroby s tim
spojené, jako je napfiklad Crohnova nemoc. Experimenty jsou doplnény také o variaci ve sloZeni stfevni
mikrofléry, které je docileno podénim antibiotika Vancomycin. Posledni kapitola experimentalni ¢ésti
se vénuje srovnani stfevni mikrofléry u APECED pacientd. Ziskané vysledky jsou diskutovany s vysledky
recentnich studii a autor také nawrhuje dal3i pokracovani projektu. Pouzité mySi kmeny, metody a
material jsou popsany v zavéru prace.

PredloZena prace je psand p&knou angli¢tinou s minimem chyb (pfedeviim sem tam 3patné umisténa
&érka). Vyhrady mam k éeskému abstraktu, ktery je bohuZel v porovnani se zbytkem textu prace trochu
kostrbaty a také zde chybi Eeské vysvétleni zkratky choroby APECED. V celém textu prace pak u citaci
postradam oznaéeni sekunddrnich zdroji (typicky ,reviewed in ...“).

K praci mam nasledujici otazky a pfipominky:

- Panethovy buriky jsou pfitomny pouze v tenkém stfevu a v prdci je pouze zminéno, Ze v kolonu
se tyto buriky nevyskytuji. U popisovanych onemocnéni, jako je napfiklad ulcerativni kolitida a
Crohnova nemoc, jde ale pfedeviim o zanétlivou reakci v kolonu. MUZete vysvétlit tento
rozpor?

- Vkolonu jsou pFitomny Panethovym butfikim podobné pohdrkové buriky, které je nahrazuji
v tvorbé niky prorychle se délici stfevni kmenové buriky na spodku stievnich krypt. Tyto buriky
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vSak neobsahuji granula s lysozymem ani Mmp7 potfebnou ke Stépeni alfa-defensint. Podili
se tyto buriky néjak na ochrané epitelu a regulaci stfevni mikrofldry, nebo co jiného v kolonu
tuto funkci nahrazuje?

- Podani antibiotika mysim v pribéhu experimentd ukazuje ur ity vliv zmény stievni mikrofléry
na degranulaci a destrukci Panethovych bunék. Neni vSak jasné, zda jsou za timto vlivem SBF
bakterie, nebo jiné Gram+ kmeny bakterii, ktery zvolené antibiotikum ovliviiuje. Proc jste
vybrali pravé toto antibiotikum?

- Jako nawriené pokragovéni projektu zmifujete vyuZiti IL-17RA"Villin1-Cre mysi za G&elem
kondicionalni znefunkénéni receptoru pro IL-17 ve stievnim epitelu. Moje osobni zkuSenost
s timto kmenem produkujicim konstitutivné aktivnirekombinazu Cre ve vSech burikach epitelu
je takova, Ze vytvéri ve stfevnim epitelu mozaiku rekombinovnych a nerekombinovanych
bunék a strevni epitel, vzhledem ke své masivni proliferaci a schopnosti obnovy a ,zachrany”
sebe sama, jevi pfekvapivou schopnost dlouhodobé odolavat vlivu pomérné masivni ztraté
sledovanych genl. To vede krelativné slabému fenotypu v porovnani napfiklad
s jednorazovou rekombinaci indukovanou poddnim tamoxifenu u kmene Villin1-CreER™.
Dopor utuji brat toto v potaz pfi planovani dalSich experiment(.

Celkové tuto diplomovou praci hodnotim jako vybornou. Prace je prehledna a po formalni strance
dobfe zvlddnutd. Experimentdini ¢ast je promyslend a technicky na velmi vysoké Urovni, zavéry jsou
konzistentni a dostatetné diskutované. Diplomovou praci Br. Tomase Brabce proto doporucuji
k pfijeti a udéleni titulu Mgr.
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