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Souhrn:

PredloZena diplomova prace zpracovava na 43 stranach anglického textu, ve 4 tabulkdch a 12 obrazcich
pomérné lzkou tematiku vztahu exprese pfirozené Siroce exprimovaného transmembranového proteinu FAP
v C57BI/6 mysi liniich (wt vs. FAP -/-) na imunosupresi po ortotopickém podéni syngenni mysi nadorové linie
GL261 (glioblastom, GBM). Jedna se o vétSinové metodickou praci, skute¢nych védeckych dat obsahuje
minimalni mnoZstvi.

Tato diplomova prace vychazi ze stejného tématu bakalarské prace autorky z roku 2017: ,,Immunosuppression
in the microenvironment of glioblastoma“, kde se autorka vénovala vyhradné lidskému onemocnéni. Zde bylo
pouzito 13 shodnych referenci ze 129, které byly pouZité v této diplomové praci. BohuZel jedinou relevantni
praci o my$im modelu GBM z bakalai'ské prace zde autorka nepouzila (Curtis et al. 2008). Uvod predloZené
prace se vénuje jak mysimu, tak i lidskému GBM, resp. imunitnim burikdm v CNS obou druhd, ale bohuzZel bez
jejich jasného oddéleni. Neni mi jasné, pro¢ se autorka nezamérila vyhradné na mysi model, ktery poutzila, a
tim by zajistila ucelenost textu. Fenotyp mysich a lidskych imunitnich bunék je totiz vyrazné odlisny, a proto
&ast informaci v Uvodu je nespravnych a zavadéjicich nebo vilbec nelze hodnotit jejich sprévnost.

Vysledkem diplomové prace byl vybér jedné metody pfipravy vzorku, ale autorka pfitom opomenula jiny
komerc¢ni kit stejného vyrobce, ktery je uréeny pfimo pro jeji typ vzorku. Tato metoda nasledné nebyla plné
zdokumentovana (véetné odstranéni debris a erytrocytl). Interpretace a diskuze dat je velice omezena a
protichtdné citace (Cai et al., 2013; N. Liu et al., 2015) nejsou vysvétlené. Jedna se tak o soubor nahodnych a
nesouvislych informaci, které postradaji védeckou relevanci soucasnych poznatkd. Vlastni vysledky autorky
nejsou v abstraktu zminéné.
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Uvod:

Uvod do tématu je na pouhych 12 stranach. Z nich je oviem celych 7 stran vénovanych metodické ¢dsti —
disociaci pevnych nador( a fenotypu imunitnich bunék, ale pouze 2 strany centralnimu tématu diplomové
prace — imunosupresi u GBM a jedina stranka proteinu FAP. Zadna informace neni poskytnutd k objektu
vlastniho experimentu — nadorové linii GL261, a to ani co se tyce exprese predmétu studia (FAP).

Co je viak jestd zavaingj$i — neni vibec jasné, kterd ¢ast Uvodu se vénuje lidskému GBM, a které mysim
modelim. Autorka podle mého nazoru o pouZitém mysim modelu vibec nepojednala.

Cely Gvodni text je nesouvisly, uvedené pojmy jiz dale autorka nezmiriuje a nevysvétluje. To doklada i nizky
pocet v textu pouzitych zkratek, které jsou uvedené v oddile Zkratky.

Cile prace:

Zadani prace bylo uvedené v SIS s cilem zavést protokol pro pfipravu bunécné suspenze z GBM tkané vhodné
pro analyzu pritokovou cytometrii a popsat vztah FAP na infiltraci imunoregulac¢nich bunék v nadorovém
mikroprostifedi GBM. Autorka si v praci klade za cil detekci specifické infiltrace experimentédlniho mysiho
nadoru imunitnimi burikami se dvéma dil¢imi cili:

1/ optimalizace disocia¢niho protokolu pevného nadoru a

2/ na zékladé pritokové cytometrie analyzovat data pfitomnosti populace myeloidnich bunék, T bunék, Treg
bunék a NK bunék.

Cile prace jsou na rliznych mistech popsané rlizné — navic je v abstraktu zminény dalsi cil, a to pfiprava
vlastniho mysiho modelu s/bez exprese FAP. Tento model ovSem autorka nepfipravila, protoze FAP-/-
knockout mys byla zakoupena.

Struktura prace:
PfedloZena diplomova prace ma klasické ¢lenéni, Zadna kapitola nechybi. BohuzZel se ¢asto objevuji duplicitni
informace a informace v kapitoldch na sebe nenavazuiji.

Formalni uroveri:

Z formalniho hlediska je prace nedostate¢na — chybi celé metodické &asti, neni provézany Uvod s Metodikou,
Vysledky a Diskuzi. PfestoZe je prace vice metodicka, jsou i zde neprfesnosti a jen stéZi je mozné jednotlivé
experimenty zopakovat — doba inkubace, pocet promyti, absence titrace a kontrol.

Vécné chyby:
Autorka nepouzivd konzistentné oficidlni genové/proteinové nazvy, navic nejsou tyto spravné formatované
pro mys, resp. ¢lovéka, ale pouze nahodile — podle data pUvodni citace a ndzvu bézném v tom Case.

Nikde neni zdGvodnéné pouziti glioblastomové linie GL261, ani nejsou doloZené jeji vlastnosti véetné exprese
FAP. Pfitom se jedna o tradi¢ni model s mnoha citacemi — pfipravili jej Seligman a Shear jiz v roce 1939 injekci
methylcholantrenu do mozku mysi.

Objevuje se zde mnoho faktickych chyb — naptiklad, Ze Fc receptor vaze Fab fragment protilatky.




Jazykova uroveri:

Prace je psana anglicky s mnozstvim chyb, které nebyly odstranéné automatickou kontrolou pravopisu nebo
maji jiny vyznam (,remodelation, optimalize, reccurence, soluable, triplet, tumorogenesis“ atd.). Tyto se v
textu opakuji, a tudiz se nejedna o pouhé preklepy. Nedostatkem je téz Casté pouZivani mnozného Cisla, a
naopak minimalni uziti neurcitého c¢lenu, v anglickém textu velice bézného. Vétsina chyb spociva ve Spatnych
anglickych koncovkach, ptipadné zaméné slovnich druhd.

Text se velice Spatné Cte. Autorka se méla vice vénovat védecké naplni nez anglictiné.

Citace:
Autorka cituje 129 publikaci, z nich je 39 z poslednich 5 let a 51 starSich deseti let. Tematicky soulad
s bakalarskou praci neni Stastny, protoze autorka zde zaclenila i lidsky systém a musela proto velmi pracné
separovat citace pouzité v drivéjsi bakalarské praci. Nevytézila citace pro mysi model, ktery je predmétem této
prace.

Priklad: autorka nenavazuje v textu na uvedené definice, a to ani v kli¢ovych pasazich, naptiklad: ,GBM tumors
may have various expression profiles and can be divided into neural, pro-neural, classical and mesenchymal
subgroup. Response to current therapy in patients differs with particular subtype of GBM (Verhaak et al.,
2010).“ Dale se pouze jedinkrat zmini o mesenchymalni podskupiné, kterd je podstatna pravé vzhledem k vyssi
expresi FAP. Citace je starSiho data, sama je 4459x citovang, ale autorka uvadi pouze tuto.

Dalsi klicové pasaze ohledné uvodu do molekularni a bunééné klasifikace jsou jesté starsiho data, a proto jsou
vétsinové nepresné. Vyvoj poznani v této oblasti byl v posledni dekadé prevratny. Celé klicové odstavce jsou
ponechané bez citace (napt. str. 3 nahore). Casto si tvrzeni protife¢i — str. 3-4: ,Soluble active form of FAP is
detected in plasma and is able to cleave antiplasmin but its function in tumors is still unknown (Lee et al.,
2006).“ — versus — ,Transmemembrane FAP expression in tumor site or soluble form in plasma correspond
with poor prognosis and worse patient survival (F. Liu et al., 2015).“ Opét je to zplsobené pouzitim staré
citace.

V Uvodu a nasledné i v Diskuzi chybi mnoho sougasnych citaci k tématu, naméatkou:
Hambardzumyan, D. et al. Trends in Cancer 1: 252 (2015)

Korin, B. et al. Nat. Neurosci. 20: 1300 (2017)

Alvarado, A.G. et al. Cell Stem Cell 20: 450 (2017)

Quail, D.F. et al. Cancer Cell 31: 326 (2017)

Ajami, B. et al. Nat. Neurosci. 21: 541 (2018)

Alban, T.J. et al. JCI Insight 3: 122264 (2018)

Fountain, E.M. et al. bioRxiv 404178 (2018)

Bottcher, C. et al. Nat. Neurosci. 22: 78 (2019)

Co je ovsem mnohem vaznéjsi je, Ze mnohé citace vibec neobsahuji informaci, ktera je zdrojovana. Napf.:
“M2 microglia and BMDM highly express STAT3 and are recruited to be glioma associated myeolid populations




(GAMs) (Yi et al., 2011).”

Uplné nejvaziné&jsim prohfeskem je, 7e autorka viibec necituje klicovd sdéleni pro vytvoreni své pracovni
hypotézy.

Celkové hodnoceni:

PredloZzenou diplomovou praci hodnotim jako nedostateCnou. Autorka si musi dat vétsi praci stvorbou
vlastniho textu, vybérem citaci, popisem vlastnich experimenta i interpretaci dat.

Doporuceni:
Nedoporucuji tuto diplomovou praci k obhajobé a autorce udéleni titulu Mgr.

Otazky:

1/ Pisete, Ze: , Transcription factor forkhead box P3 (FoxP3), master regulator in development and function of
Treg, has been considered as a very specific marker.” O jak stabilni populaci (FOXP3+) v Case se jedna a lisi se
tato stabilita mezidruhové (Elovék/mys), resp. v riznych orgénech v téle, véetné CNS?

Pro¢ mate ve Vasich vysledcich FOXP3 a HELIOS (IKZF2) v separovanych panelech, kdyZ se bézné v literature
objevuji spolu pro detekci nTreg a iTreg bunék? Srovnejte Vase data (CD4/CD25/FOXP3/HELIOS) se vzorovym
prikladem dat z literatury.

2/ Znéte databazové zdroje, kde muizZete ziskat informace o expresi protein( v normalnich a nadorovych
tkanich — jak u ¢lovéka, tak u mysi? Takova analyza v prdci chybi. Pro expresi proteinu FAP prevazné citujete
prace z vlastni laboratore nebo prace starsiho data, které jsou v nich citované. Pfitom se jednd o zasadni
parametr pro Vasi hypotézu. Myslite si, Ze expresni data ziskana pred 20 lety, jsou dnes relevantni?

Ukazte pfiklad expresni analyzy FAP proteinu v mySich (alternativné lidskych) tkanich a v GL261 linii, kterou
jste poutila.

3/ Ukazte prosim primarni data, které se vztahuji k hlavnimu vysledku metodické ¢asti — grafu na Fig. 8 — tedy
Zivotnosti leukocytd po disociaci mysiho GBM. Jedna se o to, jak bylo provedeno ,,gatovani“ a kontrola ,gat(“
(,backgating”) a téZ FMO kontroly. V Kap. 6.14. a nasledné v Diskuzi zminujete, Ze to bylo provedené, ale to
vSe ve vysledcich chybi: ,Gating strategies were confirmed by unstained samples, Fluorescence minus one
(FMO) controls and backgating.”.

Byly zde odstranéné erytrocyty a debris podle Kap. 6.9? Fig. 9 a 11 totiZ obsahuje erytrocyty (a pravdépodobné
i Fig. 10) a gate na Zivé buriky je Spatné nastaveny. Stejné tak i gate na CD4+ buriky ve Fig. 10. Srovnejte tato
data s daty Zivotnosti ve vSech vzorcich vlastniho méreni leukocytérnich populaci v Kap. 7.4.

Provedte kompletni prehled, jaké vysledky se vztahuji ke konkrétni pripravé a kolik vzork(i v Kap. 7.4 bylo
zméreno. Nikde u vlastnich dat neni uvedeny Gdaj o poctu vzork(. Ten je uvedeny pouze v metodické ¢asti
optimalizace protokolu (Kap. 7.1).




4/ Proc jste nevyjadrila poCty bunék v poslednim grafu (Fig. 12) v absolutnich Cislech / ug analyzované tkané?
Kdyz srovnate souhrn relativnich populaci pro CD45+ leukocyty — znamena to, Ze 40% leukocytli v CNS tvori B
bunky? Stejné tak i u CD3+ T bunék je 30% bunék CD4- CD8-? Jak to vysvétlite?

Proc neni nikde uvedeny skutecny vysledek statistického testu? Celou praci nelze uzavfit s tim, Ze: ,,Preliminary
results did not show any statistical differences (using Mann Whitney U test)...”.

5/ Opakované zmifiujete, Ze je béhem disociace glioblastomu tfeba rozrusit ,tight junctions”. Opravdu jsou
zde pfitomné? Nepodavate o tom Zadnou evidenci.

Vo M/
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