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Souhrn: 
Předložená diplomová práce zpracovává na 72 stranách anglického textu, 13 obrázcích a 11 tabulkách jasně 
vymezené téma existence fenotypicky a klonálně vymezených virtuálně paměťových (VM) CD8+ T buněk bez 
jejich předchozího styku s antigenem (Ag). Tento myší model je hlavní oblastí studia ve školitelově laboratoři. 
Jedná se o téma, které je důležité pro pochopení role imunologické paměti v přirozené autoreaktivitě 
v organismu v závislosti na dějích periferní tolerance a různých homeostatických signálů. 

Tato práce navazuje přímo na bakalářskou práci autorky „Homeostatic memory and virtual memory CD8+ T 
cells“, kde vymezuje VM od homeostaticky-proliferujících paměťových (HP) CD8+ T buněk. Definice obou 
paměťových populací zohledňuje, na jakém pozadí (myšleno počet lymfocytů) se tyto paměťové populace bez 
Ag vyvíjejí. V rešerši bakalářské práce došla autorka k závěru, že obě populace jsou shodné s klasickými 
paměťovými T buňkami, ale je třeba ještě detailní analýzy. Zde se v diplomové práci věnuje pouze rozdílu mezi 
VM a Ag-nezkušenými („naïve“) CD8+ T buňkami. Autorka použila pouze 15 shodných citací mezi bakalářskou a 
diplomovou prací. 

Autorka přichází s opravdu komplexním experimentálním průkazem, jak se VM klony chovají po styku s Ag – a 
to jak jejich krátkodobou signalizační kvalitou, tak i jejich klonální expanzí během imunitní odpovědi. 
Metodicky je práce bohatá a kvalita většiny prezentovaných dat je vysoká natolik, že jsou obratem 
publikovatelné v imunologicky relevantním periodiku. Ze své laboratorní práce na diplomovém projektu je již 
během studia Michaela Přibíková spoluautorkou jednoho článku (EMBO J) a první autorkou dalšího (Immunol 
Lett). Kvituji začlenění více (3) metodických přístupů, kde každý z nich by stačil na kvalitní diplomovou práci.  

Začlenění úplného souboru experimentů dokládá, že autorka byla schopná během dvou let postavit a 
zdokumentovat celý široký projekt. K tomu jí byl jistě nápomocný plně fungující tým laboratoře školitele. 
V celé práci se střídá singulár a plurál (I vs. We), ale pouze ve třech případech se objeví kredit tomu, kdo reálně 
udělal konkrétní experiment. V poděkování jsou též pouze anonymní členové laboratoře. To považuji za 
nedostatek transparentního kreditování členům týmu. 



 

 

 

Úvod: 
Autorka popisuje současný stav poznání paměťových T buněk se zaměřením na Ag-nezkušené CD8+ (AIMT), 
které dělí do 3 větví: IM, LIM (v bakalářské práci označené jako HP) a vlastní VM. Jejich vývoj se liší dle 
cytokinového prostředí, a také mezi myšími kmeny. 
Popis klasického CM („central memory“) fenotypu myších T buněk, který odpovídá předmětu studia – VM 
populaci, zde ovšem chybí, a tak se čtenář nedozví, co tímto fenotypem autorka skutečně myslí. Naopak, 
následně uvede fenotyp TM („true memory“) T buněk. Definice jednotlivých populací by bylo lépe ukázat 
v publikovaných datech a ty následně srovnat v Diskuzi s vlastními daty. To zde chybí, v Úvodu se bohužel 
objeví pouze 2 schematické obrázky. 
 
Cíle práce: 
Kapitola Cíle (Aims of the thesis) je velice vhodně umístěná jako č. 1 hned na začátku celé práce. Tyto jsou 
popsané jako: 

• Mají VM a Ag-nezkušené CD8+ T buňky různý TCR repertoár? 
• Jak klony odvozené z těchto populací signalizují po ektopické expresi TCR klonotypu v Jurkat linii? 
• Jak četné jsou dominantní OVA-specifické klonotypy během imunitní odpovědi in vivo?  

Tyto body naprosto přesně odpovídají zadání práce v SIS.  
Všechny cíle byly úplně nebo téměř úplně splněné a autorka skutečně používá pouze část publikovaných dat – 
předpokládám, že právě těch, které sama udělala. 
 
Struktura práce: 
Předložená diplomová práce má klasické členění, žádná kapitola nechybí. Kapitoly jsou velmi dobře provázané 
a rychle se v nich dá zorientovat.  

Formální úroveň: 
Z formálního hlediska je práce skvěle provedená s naprostým minimem nepřesností nebo překlepů. Je vidět, že 
autorka již má zkušenost s přípravou publikační kvality dat. Doporučuji použití většího fontu i cytometrických 
obrázků. 

Věcné chyby: 
Autorka nepoužívá konzistentně oficiální genové/proteinové názvy, navíc nejsou tyto správně formátované 
pro myš. Jsem přesvědčený, že genové názvy nepatří do seznamu zkratek.  

Co je podstatný nedostatek v celé práci je, že autorka neuvádí zdroje biologického materiálu. Bez této 
informace práci nelze zreprodukovat. Zdroj, ani případný subklon, parentální lidské linie Jurkat nejsou 
doložené, včetně exprese CD4/CD8 koreceptorů (myších/lidských). Stejně tak chybí i T2Kb Ag-prezentující linie. 
Bohužel zde nejsou ani uvedené a zdůvodněné použité nebo diskutované myší linie: OT-I, Ly5.1, Vb5, RIP-OVA. 
Totéž se týká použitých bakterií Listeria. Stejně tak se u LPS liší každá šarže, a proto je třeba tuto v textu 
evidovat, plus zde není uvedené ani katalogové číslo. Použité protilátky jsou někde lépe (Tab. 9), jinde špatně 
(Tab. 7) popsané. Rovněž zdroj Kb-OVA tetrameru není uvedený. 

 



 

 

 

Jazyková úroveň: 
Práce je psaná anglicky v solidní kvalitě.  

Citace: 
Autorka cituje 75 publikací, z nich je pouze 32% z posledních 5 let a celých 48% je starších deseti let. Očekával 
bych k tomuto poměrně novému tématu větší počet současných citací. 

Celkové hodnocení: 
Předloženou diplomovou práci hodnotím jako velice zdařilou. Autorka si pouze musí dát větší práci 
s kreditováním a zdrojováním. 

Doporučení: 
Plně doporučuji tuto diplomovou práci k obhajobě a autorce udělení titulu Mgr. 

Otázky: 
1/ Fenotyp každé populace buněk je základním parametrem. Na str. 12 tvrdíte, že: „The main hallmark 
distinguishing memory T cells from naïve T cells is the expression of CD44 in mice and CD45RO in humans, 
which are expressed in memory, but not in naïve T cells (3,4).“ kde citujete práce z přelomu tisíciletí. Skutečně 
tomu tak je? 

Srovnání myších a lidských VM populací bylo nejasně uzavřené ve Vaší bakalářské práci a v diplomové nebylo 
pojednané vůbec. Můžete nám podat aktuální pohled na existenci VM u člověka?  

2/ Jaký je rozdíl mezi peptidem SIINFEKL, který používáte ke stimulaci a peptidem SIIQFEHL, který používáte pro 
značení Kb-OVA tetramerem? 

3/ Myslíte si, že je jednodušší vytvářet arteficiální transfektanty v lidských Jurkat buňkách než přímo připravit 
myší T buněčné imortalizované klony VM buněk (příp. hybridomy)? 

4/ Proč jste nepoužila, resp. neukazujete data pro CD5 znak pro self-reaktivní T buňky, který popisujete v Úvodu 
a v Diskuzi? Jaký je podle Vás fenotyp VM buněk pro přímou detekci s použitím nejmenšího možného počtu 
znaků? 

5/ Pro vlastní definici VM populace je klíčové, že buňka nekontaktovala žádný Ag. Můžete vyloučit, že TCR-
klonotypy, které jste identifikovala jako OVA-specifické mohou vázat s jinou afinitou i jiný Ag, například 
endogenního původu? V tom případě by se totiž již nejednalo o Ag-nezkušené T buňky. Pravděpodobnost, že 
jedna testovaná antigenní specifita TCR (zde OVA peptid) má strukturně podobný cílový pMHC mezi desetitisíci 
endogenními peptidy, je totiž velice vysoká. Jak by k této situaci přispívaly T buňky s duálním TCR se dvěma 
přeskupenými a řetězci? 

Tomu napovídá i popisované expresní a reaktivní kontinuum T buněk (od AIMT = Ag-nezkušených), přes IM, 
LIM, VM populace, až po klasické paměťové T buňky. Zároveň si neumím vysvětlit paradoxně vysokou 
frekvenci OVA-specifických Ag-nezkušených klonů T buněk na obrázku Fig.4. Máte pro to vysvětlení?  
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Dokazovat, že něco v biologickém systému není/neprobíhá je totiž velice složité. 

6/ Jak spolu funkčně souvisí VM a Treg buňky ve světle současné publikace: Da Costa, A.S. et al. Proc. Natl. 
Acad. Sci. U.S.A. 116: 9969 (2019)? 


