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Pfedlozend diplomova prace se zabyva sledovanim vlivu fluvastatinu na makrofagy
diferencované z monocytu lidské periferni krve. Téma prace je relevantni a zajimavé, a presto ze
nastaveni projektu na podminky in vitro a vyuziti makrofagl polarizovanych z monocytl periferni
krve zcela neodpovidd podminkam v Zivém organizmu, pfinasi dileZité informace.

V literdrnim prehledu jsou shrnuty zdkladni znalosti o ateroskleréze a plUsobeni makrofagl

v jejim rozvoji a dale plsobeni statin na buriky imuitniho sytému. Tato ¢dst je zpracovana
dikladné, zahrnuje potfebné informace. Neobsahuje vSak ani jeden obrazek, dokumentujici
informace. Uvitala bych napfiklad znazornéni mechanizmu plsobeni statinli, nebo rozdéleni
populaci makrofagl — zde by obrazky usnadnily pochopeni textu. Dalsi zdsadni vytkou je kvalita
jazyka prace. Je zde pfitomnd fada anglicizm(, v nékterych vétach cestina place. (Napftiklad:
»Antiinflamacni efekt statinG byl prokazan i pfimo na lidech. Byl demonstrovan snizenim produkce
.2, VySe zminéné a dalsi studie demonstrovaly schopnost statinG favorizovat Th2 imunitni
odpovéd ...“ ... byli-li statinové terapii vystaveni darci“). Spatnd Urover ¢eského jazyka provazi
bohuZel celou diplomovou prici.

V ¢asti Material a metody jsou popsany metodické pfistupy vyuZivané v experimentalni praci.

Prestoze pocet darcll je uveden na zacatku kapitoly Vysledky, patfi spis do kapitoly Materidl a
metody. Zde vyrazné chybi upresnéni kohorty darcti — vék, pohlavi apod., vzhledem k tomu Ze dané
faktory mohou ovlivnit ziskané vysledky. Byla prace na vzorcich lidské krve schvalena etickou
komisi?

| v této kapitole pochopeni textu snizuji nékteré nepresnosti. Pfedpokladdam, Ze peleta bunék
nebyla rozpusténa, ale nafedéna. Autorka uvadi, Ze ,do kazdé jamky byl pfiddn 1 ml bunécéné
suspenze (150.103-250.10° bunék/jamka) s 80 ng/ml M-CSF pro diferenciaci monocytl v
makrofagy”. Znamend to, Ze diferenciace probihala vrizné koncentraci bunék? Nasledna
polarizace do M1, pfipadné M2 fenotypu probihala nadale v jamkach s riiznou koncentraci bunék?
A supernatant pro uréeni koncentrace NO a cytokinl byl ziskan také z bunék kultiovanych v rizné
koncentraci? To by jisté vedlo k neporovnatelnym vysledkiim. Autorka ddle uvadi (v kapitole 6),
Ze: ,pro potfeby qPCR bylo na jamku vysazeno 50.103 - 250.10% bunék, v zavislosti na vytéZnosti
separace monocytarnich bunék”. Z toho neni jasné, zda buriky z jednoho darce byly kultivovany
v takto odlisSnych koncentracich. Nedomniva se autorka, Ze by odlisSné koncentrace mohly ovlivnit



expresi nékterych gent? Je opravdu mozné takto ziskané vysledky srovndvat? Uvadéni hodnot ve
formatu 150.103 je nepfehledné.

Je popsan protokol barveni bunék pro méreni pomoci priatokové cytometrie, ale v praci neni
ukazana gatovaci strategie, ani pfislusné FMO kontroly. Neni proto mozné zjistit, zda méreni bylo
provedeno spravné. Pfi obhajobé by toto mélo byt ukazano.

V kapitole 4.4.2 autorka uvadi, Ze ,lzolovana RNA byla, podle vyizolovaného mnoizstvi, nejprve

III

nafedéna adekvatnim mnoiZstvim H20 tak, aby celkovy objem tvofil 8 ul” Predpokladam, ze to
znamena, Zze RNA byla nafedéna, tak aby vSechny vzorky byly ve stejné koncentraci? Jaké? Dale je
v kapitole 4.4.3 uvedeno”: ,Pfed samotnou reakci byla nejprve ziskand cDNA zfedéna sterilni H,0.
cDNA je nutno pred reakci zredit tak, aby jeji mnozstvi bylo optimalni pro spravné probéhnuti PCR
reakce a aby nedoslo v disledku velké, nebo naopak nizké koncentrace nukleové kyseliny ke zkresleni

vysledk(.” Jaka tedy byla pouZitd koncentrace cDNA?

Autorka nékteré metody popisuje velmi podrobné, napfiklad u Griessovy metody je uvedeno i
schéma (mimochodem je to jediny dokumentacéni obrazek v celé praci), naopak u kvantifikace
cytokinll je pouze uvedeno, Ze bylo postupovano podle pfiloZzenych protokol(.

V Casti Vysledky autorka dokumentuje ziskané vysledky. Ziskané vysledky jsou dokumentovany
4 grafy a 10 obrdzky. Neni jasné, proc jsou nékteré vysledky oznac¢ovany jako Obrdzek a nékteré
jako Graf. Jaky je mezi nimi rozdil?

Popis Grafu 1 neni jasny, co znamenaji hodnoty uvedené v popisu? Jde o signifikantné odlisné
vysledky? V tom pripadé by chybélo oznaceni v grafu.

V kapitole 6.2 uvadi autorka vtextu radu hodnot, véetné smérodatnych odchylek aby
demostrovala pusobeni statini. Uvadéni znaéné rady Cisel v textu neni prehledné, navic jsou tyto
hodnoty uvedeny v tabulce, takie dochdzi k duplikaci a jesté vét$imu snizeni pfehlednosti. Uplné
by stacilo data shrnout do tabulky a potom se na tuto tabulku déle odkazovat.

Toto plati i pro kapitolu 6.3, kde jsou zmény v expresi genu pro jednotlivé znaky uvadény pouze
jako Ciselné hodnoty v textu a navic bez uvedeni co dana Cisla zndzornuji, tedy jak je exprese
vyjadfena — to autorka zminuje pouze v Uvodu kapitoly. Priklad textu: , Graf A obr. 8 ukazuje
signifikantné vyssi expresi genu NFKB u M1 (105 + 45,72) makrofagl oproti subpopulacim MO
(1,040 + 0,3205) a M2 (0,3585 + 0,143)“.

V nékterych pripadech maji grafy ze ziskanych vysledk( velky rozsah osy, takZe jsou osy
preruseny, coZ je obecné vhodné zvoleny postup. BohuzZel u nékterych obrazkd dochazi timto
prerusenim k vymazdani smérodatné odchylky, takze neni vidét jeji rozsah (napt. Obrazek 10B). U
obrazku 10A neni ve sloupci M1 + statin vidét Zadna smérodatna odchylka, prestoze autorka udava
hodnoty 342,8 £ 524,9.

Kapitola Diskuze je podrobna a peclivé zpracovana. Je rozdélena na dvé casti, v prvni Casti
autorka diskutuje zvoleny model a kroky optimalizace, v druhé ¢asti potom samotné vysledky.
BohuZel i v této kapitole je moZné nalézt fadu nedostatkd. V prvni ¢asti autorka uvadi, ze “ Dle
dostupné literatury nejsou buriky THP-1 linie ani pod vlivem stejnych cytokinu (tedy IFNy+LPS pro
M1 populaci a IL-4+IL-13 pro M2 populaci) schopny uspokojivé mimikovat vlastnosti makrofagu



diferencovanych z monocytl periferni krve.” (Tedesco et al., 2018). Sobtiznou
reprodukovatelnosti vysledk( ziskanych na bunécéné linii u primarnich bunék je jisté mozné
souhlasit. V diskuzi je vSak potfeba zminit kromé publikaci potvrzujici problémy s diferenciaci THP-
1 linie i publikace, které uvadéji, Ze jejich protokoly pro diferenciaci THP-1 bunék funguji (napf.
Baxter et al. Standardized protocols for differentiation of THP-1 cells to macrophages with distinct
M(IFNy+LPS), M(IL-4) and M(IL-10) phenotypes. 2020, Journal of Immunological Methods).

V druhé ¢asti diskuze jsou podrobné diskutovany ziskané vysledky, v nékterych pripadech se
snahou zahrnout pfipadné mechanizmy plsobeni statind. Zde mi vSak chybi SirSi pohled na
studované téma (viz nékteré dopliujici otazky).

S autorkou nesouhlasim v nazoru na nejzavaznéjsi limitaci diplomové prace. Nemyslim si, Ze
vysledky ziskané vyuzitim bunécné linie by mély vétsi vypovidajici hodnotu. Primarni buriky Iépe
odrazeji realitu, prestoze vysledky nedosahuji signifikance.

Autorka v diplomové praci pouzila dostatecné mnozstvi literarnich zdrojl, 16 sekundarnich

citaci je oznaceno pouze v textu, nikoliv u samotnych citaci.

V predloZzené diplomové praci autorka prokazala znalost fady laboratornich technik. Ziskané
vysledky nebyly v kontextu svétové literatury dosud popsany. Autorka tak prokdzala schopnost
ziskdvat, interpretovat a diskutovat vysledky. Nicméné v diplomové praci je fada nejasnosti a
nepresnosti. MoZnost obhajoby této prace tak bude do zna¢né miry zavisla na vykonu autorky pfi
samotné obhajobé.

Doplfujici otazky:

1. V prdci je vyjmenovana fada pozitivnich ucink( statind v klinické praxi. Maji statiny
také nezadouci vedlejsi ucinky?

2. Autorka uvadi Ze: ,koncentrace Fluvastatinu (10 mM) byla ptevzata ze studie Fu et
al., 2019 a je v souladu i s vysledky studie McFarland et al., 2017“, nicméné ve studii
Fu et al je pouZita koncentrace 10 ug/ml a ve studii McFarland et al 2017 koncentrace
0.001 — 100uM. Je zndma farmakokinetika po poddani Fluvastatinu pacientim? Je
zvolena koncentrace relevantni?

3. Jak si autorka vysvétluje narlst koncentrace NO u MO a M1 populace po 96
hodinach?

4. Bylo snizené prezivani M2 makrofagul (viz Graf 2) potvrzeno i v literature?



5. V kapitole 6.5 je uvedeno, Ze vzorky byly méreny v duplikdtech nebo tetraplikatech.
MuzZe autorka upresnit, které vzorky byly stanovovany v duplikdtech a které
v tetraplikatech a proc¢ nebyly vSechny vzorky méreny stejné?

6. U M2 populace jsou pfi méreni prlitokovou cytometrii patrné dvé hodnoty se
signifikantné nizsi expresi fady znak(, v€etné CD14. Jednd se o stale stejné darce?
Pokud ano, jsou tito darci nécim specificti? Byli u téchto darcd ziskany nizsi hodnoty
i v ostatnich metodickych pfistupech (ve kterych jsou vysledky uvadény pomoci
sloupcovych graf(i, takZze jednotlivé hodnoty nejsou zfejmé)?

7. Jaké je zastoupeni jednotlivych populaci makrofagt (M1 a jednotlivych populaci M2)
v aterosklerotickém platu? Jaké je zastoupeni makrofagl derivovanych z monocytl
a jaké ,tissue-resident” makrofagl? Byl popsan rozdil v odpovédi téchto odlisnych
populaci makrofagl na plsobeni statin(i (nebo jinych Iéciv)?

8. Autorka uvadi, Ze si prace klade za cil zjistit, zda statiny ovliviuji polarizaci
makrofagl. V praci vSak byly pouzivany jiz polarizované makrofagy, takze tento
cil nemohl byt naplnén. Mohou tedy statiny ovlivnit samotnou polarizaci? Jakymi
mechanizmy? Plsobni statiny stejné na monocyty i makrofagy?

9. V Zavéru prace autorka uvadi, Ze statiny vyrazné ovliviuji metabolismus makrofaga.
Na jakych konkrétnich vysledcich je toto tvrzeni zaloZzeno?

V Praze dne 17.5.2022

Doc. RNDr. Magdaléna Krulovd, Ph.D.

Katedra bunécné biologie, Prf UK



