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Predkladana diplomova prace je soucasti SirSiho projektu zabyvajiciho se vyznamem
cytokinu prolaktinu a mechanismil pfirozené¢ho imunitniho systému v rozvoji ¢i prub¢hu
autoimunitnich onemocnéni se zvlastnim dirazem na diabetes mellitus (T1D a LADA). Cilem
diplomové prace bylo:

1) stanovit fyziologické hladiny PRL mRNA exprese v monocytech periferni krve,
klicovych bunkach pfirozené imunity, a ty porovnat s mirou exprese PRL genu u nemocnych
T1D nebo LADA diabetem (jako autoimunitni typy diabetu) a T2D coby diabetem s odliSnou
etiologii vzniku;

2) urcit vliv funkéniho -1149 G/T SNP lokalizovaného v perifernim promotoru PRL
genu na miru exprese PRL mRNA;

3) zm¢étit fyziologické hladiny exprese Toll-like receptorit TLR2 a TLR4, které jsou
vyznamnou sou¢asti mechanismi pfirozené imunity, a to na urovni mRNA 1 proteinu, a
porovnat je s mirou exprese u sledovanych skupin pacientl a zjistit tak, zda se Toll-like
receptory mohou €astnit autoimunitnich procest;

4) s ohledem na zjisténé ptispét k diskuzi o klasifikaci a diagnostice dvou podtypt
autoimunitniho diabetes, T1D a LADA.

Diplomova prace sestavala z nasledujicich metodickych krokti: sbér vzorki
vytypovanych jedinct (periferni krev); izolace DNA s naslednou typizaci pomoci PCR-RFLP
metody; imunomagneticka separace monocytt s naslednou izolaci RNA, jeji zpétnou
transkripci a kvantifikaci cilovych gent pomoci real-time PCR; separace mononuklearnich
buné¢k z krve pomoci ficoll-gradientové centrifugace, znaceni povrchovych antigent pomoci
fluorescencné znaCenymi protilatkami a jejich detekce pomoci pritokové cytometrie. Na
vsech téchto krocich se diplomantka aktivné podilela, metodicky je zvladla a v préci
prezentovana data sama ziskala vyjma genotypizace kontrolniho souboru zdravych jedinct,
které byla provedena jiZ v minulosti z nutnosti potfeby téchto dat pro ostatni ¢asti projektu
(coz je ovSem vzhledem ke vSem dal§im metoddm a ikoniim provedenym v této DP
zanedbatelnd polozka). Studentka pracovala samostatné, rychle (né¢kdy bohuzel az zbrkle),
obcas chybéla 100%ni pozornost. Ocenit vSak musim chut’ fesit zadrhele a to zejména
v souvislosti s akvizici a analyzou dat z prutokové cytometrie pomoci CellQuest software, a
po zauceni samostatnost v ¢innostech majici vztah k matematice a statistice. Vyzdvihla bych
rada také ¢ast tykajici se sbéru samotnych vzorkd, kdy bohuzel neni mozné v klinické studii
naplénovat a soustiedit odbéry od vétsi skupiny pacientil organizované a najednou, proto bylo
nutné ustanovit jakési sluzby na kazdy pracovni den, ptinichZ se dvé studentky stiidaly.



Jedin¢ diky zavedeni tohoto systému a nutnému nasazeni studentek bylo mozné tuto studii
technicky a organizacné provést.

Pon¢kud mé vSak zklamal pfistup k samotnému zpracovani dat a pfedevsim sepisovani
diplomové prace. PfestoZe laboratorni data méla diplomantka zmétena jiz v zati 2010 a prvni
statistické vystupy jiz v listopadu 2010, prvni manuskript spatfil svétlo svéta az po
opakovanych vyzvach v kvétnu 2011. Také komunikace ve findle sepisovani nebyla idealni a
jsem presvédcena, ze dosti kvalitni data mohla byt zpracovana a prezentovana v diplomové
praci o poznani Iépe. Zejména v zaveérecnych castech diplomové prace je patrny autorcin
spech, ktery se podepsal nejvice na oddile Diskuze, jenz by si rozhodné zaslouzil vice
rozpracovat.

Cile stanovené v diplomové praci byly v celém rozsahu splnény. Ziskana data poslouzi jako
zaklad pro ptipravovanou publikaci a budou pouzita jako vychozi v dalSich ¢astech projektu
objastiujiciho lohu PRL a nespecifické imunity v patogenezi autoimunitnich chorob.

Ptedkladana diplomova prace splituje veskeré pozadavky na diplomové prace kladené, pres
uvedené vytky pfindsi mnozstvi novych vysledki a je zpracovana na dobré urovni. Praci proto
doporucuji k obhajob¢ a navrhuji hodnoceni velmi dobfe.
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