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Souhrn:

PfedloZena diplomova prace zpracovavd na 72 stranach anglického textu, 13 obrazcich a 11 tabulkdch jasné
vymezené téma existence fenotypicky a klonalné vymezenych virtualné pamétovych (VM) CD8+ T bunék bez
jejich predchoziho styku s antigenem (Ag). Tento mysi model je hlavni oblasti studia ve Skolitelové laboratofi.
Jednd se o téma, které je duleZité pro pochopeni role imunologické paméti v pfirozené autoreaktivité
v organismu v zavislosti na déjich periferni tolerance a rdznych homeostatickych signal(.

Tato prace navazuje pfimo na bakalarskou praci autorky ,,Homeostatic memory and virtual memory CD8+ T
cells“, kde vymezuje VM od homeostaticky-proliferujicich pamétovych (HP) CD8+ T bunék. Definice obou
pamétovych populaci zohlednuje, na jakém pozadi (mysleno pocet lymfocytu) se tyto pamétové populace bez
Ag vyvijeji. VreSersi bakalarské prace dosla autorka k zavéru, Ze obé populace jsou shodné s klasickymi
pamétovymi T burikami, ale je tfeba jesté detailni analyzy. Zde se v diplomové préci vénuje pouze rozdilu mezi
VM a Ag-nezkusenymi (,,naive”) CD8+ T burikami. Autorka pouZzila pouze 15 shodnych citaci mezi bakalafskou a
diplomovou praci.

Autorka prichazi s opravdu komplexnim experimentalnim prikazem, jak se VM klony chovaji po styku s Ag —a
to jak jejich kratkodobou signalizaéni kvalitou, tak i jejich klondlni expanzi béhem imunitni odpovédi.
Metodicky je prace bohatd a kvalita vétSiny prezentovanych dat je vysoka natolik, Ze jsou obratem
publikovatelné v imunologicky relevantnim periodiku. Ze své laboratorni prace na diplomovém projektu je jiz
béhem studia Michaela Pfibikova spoluautorkou jednoho ¢lanku (EMBO J) a prvni autorkou dalsiho (Immunol
Lett). Kvituji zaclenéni vice (3) metodickych pfistup(, kde kazdy z nich by stacil na kvalitni diplomovou préci.

Zaclenéni Uplného souboru experimentll dokldda, Ze autorka byla schopnda béhem dvou let postavit a
zdokumentovat cely Siroky projekt. Ktomu ji byl jisté napomocny plné fungujici tym laboratore skolitele.
V celé praci se strida singular a plural (I vs. We), ale pouze ve tfech pripadech se objevi kredit tomu, kdo readlné
udélal konkrétni experiment. V podékovani jsou téz pouze anonymni ¢lenové laboratofe. To povaZuji za
nedostatek transparentniho kreditovani ¢lenlim tymu.
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Uvod:

Autorka popisuje sou€asny stav poznani pamétovych T bunék se zamérenim na Ag-nezkusené CD8+ (AIMT),
které déli do 3 vétvi: IM, LIM (v bakalarské praci oznacené jako HP) a vlastni VM. Jejich vyvoj se lisi dle
cytokinového prostredi, a také mezi mysimi kmeny.

Popis klasického CM (,,central memory“) fenotypu mysich T bunék, ktery odpovidd predmétu studia — VM
populaci, zde ovsem chybi, a tak se ¢tenar nedozvi, co timto fenotypem autorka skute¢né mysli. Naopak,
nasledné uvede fenotyp TM (,true memory“) T bunék. Definice jednotlivych populaci by bylo |épe ukazat
v publikovanych datech a ty nasledné srovnat v Diskuzi s vlastnimi daty. To zde chybi, v Uvodu se bohuzel
objevi pouze 2 schematické obrazky.

Cile prace:
Kapitola Cile (Aims of the thesis) je velice vhodné umisténa jako ¢. 1 hned na zacatku celé prace. Tyto jsou
popsané jako:

e Maji VM a Ag-nezkusené CD8+ T bunky rGzny TCR repertoar?

e Jak klony odvozené z téchto populaci signalizuji po ektopické expresi TCR klonotypu v Jurkat linii?

e Jak ¢etné jsou dominantni OVA-specifické klonotypy béhem imunitni odpovédi in vivo?
Tyto body naprosto pfesné odpovidaji zadani prace v SIS.
Vsechny cile byly Uplné nebo témér Uplné splnéné a autorka skutecné pouziva pouze ¢ast publikovanych dat —
predpokladam, Ze praveé téch, které sama udélala.

Struktura prace:
PredloZena diplomova prace ma klasické ¢lenéni, Zadna kapitola nechybi. Kapitoly jsou velmi dobfe provazané
a rychle se v nich da zorientovat.

Formalni uroveri:

Z formalniho hlediska je prace skvéle provedena s naprostym minimem nepresnosti nebo preklep(. Je vidét, Ze
autorka jiz md zkusenost s pfipravou publikacni kvality dat. Doporucuji pouZiti vétsiho fontu i cytometrickych
obrazka.

Vécné chyby:
Autorka nepouzivd konzistentné oficidlni genové/proteinové nazvy, navic nejsou tyto spravné formatované
pro mys. Jsem presvédcéeny, Ze genové nazvy nepatii do seznamu zkratek.

Co je podstatny nedostatek v celé praci je, Ze autorka neuvadi zdroje biologického materidlu. Bez této
informace praci nelze zreprodukovat. Zdroj, ani pfipadny subklon, parentalni lidské linie Jurkat nejsou
doloZené, véetné exprese CD4/CD8 koreceptort (mysich/lidskych). Stejné tak chybi i T2Kb Ag-prezentujici linie.
Bohuzel zde nejsou ani uvedené a zdlvodnéné pouzité nebo diskutované mysi linie: OT-I, Ly5.1, V5, RIP-OVA.
TotéZ se tykd pouzitych bakterii Listeria. Stejné tak se u LPS lisi kazda SarZe, a proto je tfeba tuto v textu
evidovat, plus zde neni uvedené ani katalogové Cislo. Pouzité protilatky jsou nékde Iépe (Tab. 9), jinde Spatné
(Tab. 7) popsané. Rovnéz zdroj Kb-OVA tetrameru neni uvedeny.




Jazykova uroven:
Prace je psana anglicky v solidni kvalité.

Citace:
Autorka cituje 75 publikaci, z nich je pouze 32% z poslednich 5 let a celych 48% je starSich deseti let. Ocekaval
bych k tomuto pomérné novému tématu vétsi pocet soucasnych citaci.

Celkové hodnoceni:
PredloZzenou diplomovou praci hodnotim jako velice zdafilou. Autorka si pouze musi dat vétsi praci

s kreditovanim a zdrojovanim.

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

Otézky:

1/ Fenotyp kazdé populace bunék je zdkladnim parametrem. Na str. 12 tvrdite, Ze: ,The main hallmark
distinguishing memory T cells from naive T cells is the expression of CD44 in mice and CD45R0O in humans,
which are expressed in memory, but not in naive T cells (3,4).“ kde citujete prace z pfelomu tisicileti. Skutecné

tomu tak je?

Srovnani mysich a lidskych VM populaci bylo nejasné uzaviené ve Vasi bakalarské praci a v diplomové nebylo
pojednané vlbec. MiZete ndm podat aktudini pohled na existenci VM u ¢lovéka?

2/ Jaky je rozdil mezi peptidem SIINFEKL, ktery pouZivdte ke stimulaci a peptidem SIIQFEHL, ktery pouZivdte pro
znaceni Kb-OVA tetramerem?

3/ Myslite si, Ze je jednodussi vytvdret arteficidlni transfektanty v lidskych Jurkat burikdch neZ pfimo pfipravit

mysSi T bunécné imortalizované klony VM bunék (prip. hybridomy)?

4/ Proé jste nepoufZila, resp. neukazujete data pro CD5 znak pro self-reaktivni T buriky, ktery popisujete v Uvodu

a v Diskuzi? Jaky je podle Vds fenotyp VM bunék pro pfimou detekci s pouZitim nejmensiho mozného poctu

znaka?

5/ Pro vlastni definici VM populace je klicové, ze burika nekontaktovala Zadny Ag. MdZete vyloucit, Ze TCR-

klonotypy, které jste identifikovala jako OVA-specifické mohou vdzat s jinou afinitou i jiny Ag, napriklad

endogenniho pivodu? V tom pripadé by se totiZ jiz nejednalo o Ag-nezkusené T bunky. Pravdépodobnost, Ze

jedna testovana antigenni specifita TCR (zde OVA peptid) ma strukturné podobny cilovy pMHC mezi desetitisici
endogennimi peptidy, je totiz velice vysoka. Jak by k této situaci pfispivaly T buriky s dudinim TCR se dvéma

preskupenymi o retézci?

Tomu napovida i popisované expresni a reaktivni kontinuum T bunék (od AIMT = Ag-nezkusenych), pres IM,
LIM, VM populace, az po klasické pamétové T buriky. Zéroveri si neumim vysvétlit paradoxné vysokou
frekvenci OVA-specifickych Ag-nezkusenych klond T bunék na obrazku Fig.4. Mdte pro to vysvétleni?




Dokazovat, Ze néco v biologickém systému neni/neprobiha je totiz velice slozité.

6/ Jak spolu funkéné souvisi VM a Treq buriky ve svétle souéasné publikace: Da Costa, A.S. et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. U.S.A. 116: 9969 (2019)?
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