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Oponentsky posudek na diplomovou praci Be. Nikoly Kormundové

V piedlozené diplomové praci nazvané ,,Metody detekce snizeni imunitni odpovédi u pacientt
po kardiochirurgické operaci® se autorka vénuje charakterizaci prozanétlivé imunitni odpovédi u
pacientil po kardiochirurgické operaci.

Diplomova prace mé standardni ¢lenéni zahrnujici seznam zkratek, uvod, literarni ptehled,
vlastni experimentalni ¢ast s cili prace, pouzitymi metodami a reagenciemi, vysledky. Nasleduje
diskuze, zavér a seznam pouzité literatury. Diplomova prace je zpracovana citelné a prehledné,
jednotlivé oddily na sebe plynule navazuji. Nicméné mné piijde zbyteény pododdil 1.2.3. Tumor
nekrotizujici faktor alfa (TNF-a) v literarnim piehledu, kdyz nasleduje ¢ast vénovana cytokiniim 1.4.
Cytokiny spojené s CPB. Seznam zkratek by si zaslouzil peclivéjsi zpracovani. Zejména by bylo
vhodné sjednotit formu psani velkych pismen v seznamu zkratek (napi. CD — cluster Designation X
ERK — Extracellular Signal-Regulated Kinase x HEK — human embryonic kidney x GM-CSF —
granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor). Zkratky by mély byt vysvétleny i ve vlastnim
textu prace tam, kde se poprvé objevi (ne pouze v seznamu zkratek — napt. APC, str. 20; PAMP — str.
24; DISC — str. 25). Nékteré zkratky nejsou vysvétleny vibec (napt. EDTA, FBS, PBS). Osobné se
pfiklanim k pouZivani SirSiho terminu MAMP (microbe associated molecular patterns) misto PAMP
Vv kontextu rozpoznavani molekularnich struktur mikroorganismi receptory pfirozené imunity
(nejenom patogenni mikroorganismy maji molekularni struktury rozpoznavané imunitnim systémem).

Velmi ocenuji praktické zaméfeni diplomové prace s jasnym dopadem do klinické praxe.
Autorka si osvojila siroké spektrum experimentalnich pfistupt zahrnujicich separaci jednotlivych
bunécnych populaci, kultivaci bunék in vitro a stanoveni tvorby IFN-y riznymi metodickymi pfistupy.
V piipadé stanoveni jednotlivych populaci pomoci pritokové cytometrie postradam ukazku analyzy
bunék (tzv. gatovaci strategii) véetné detailné&j$iho popisu ptipravy vzorku a adekvatnich kontrol pro
vlastni vyhodnoceni naméfenych dat.

Préci hodnotim jako velmi zdatilou a jednoznaéné ji doporucuji k obhajobé.
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Na autorku mam nasledujici otazky:
V oddile vysledky uvadite, Ze od stanoveni produkce IFN-y metodou ELISA bylo upusténo
Z diivodu snizeni reproducibility dat mezi esejemi jednotlivych loth pfi opakovaném méteni. Mam
tomu rozumét tak, ze stanoveni vzorkli pomoci reagencii (navazovaci a biotinylovana protilatka)
z riznych $arzi vedlo k odliSnym vysledktm pi#i méfeni stejnych vzorka? Jaka byla variabilita sekrece

IFN-y mezi jednotlivymi méfenimi u zdravych kontrol?

Zkouseli jste porovnat hodnoty IFN-y po stimulaci CD3 a kombinaci CD3 s CD28 se

soucasnym piidanim IL-2?

V piipad¢ stanoveni IFN-y metodou ELISA piSete, ze desticky byly inkubovany po pfidani
substratu ve tme¢ dle potfeby. Jak tomu mam rozumét? Muizete 1épe popsat, kdy nastal okamzik pro

ptidani kyseliny sirové k zastaveni reakce?

Opravdu byla mononukleéarni frakce leukocytl ziskana centrifugaci s vyuzitim separa¢niho

media Lymphoprep pti 800g s ndslednym promytim pii 400g (str. 38)?

Pii stanoveni IFN-y pomoci pritokové cytometrie, jak uvadite na str. 41, postradam informaci,

zda byl pouzit inhibitor extracelularniho transportu a reagencie pro intracelularni stanoveni cytokin?

Vysledky prezentované na Grafu 3 a Grafu 4 poukazuji na pokles monocytt a lymfocytt.
Predpokladam, Ze se jednda o procenta monocytl a lymfocytl z celkovych CD45+ pozitivnich bunék
(¢i celkovych udalosti). Pokud doslo k poklesu monocytt a lymfocytt z celkovych CD45+ bunék, u
jaké populace doslo k naristu? V diskuzi odkazujete na praci Bayer a kol., 2009, kteti popsali
absolutni pokles poctu lymfocytl. Na zékladé¢ jakych znakl byly stanoveny lymfocyty ve Vasi praci
(graf 4)? Kde by se na dot plotu dle FS a SS nachazely NK a plasmacytoidni dendritické bunky?

Proc nebyl stanoven IFN-y u pacienti po kardiochirurgické operaci pomoci reportérovych

bunék HEK293?
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