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Disertaéni prace Mgr. Katefiny St&panové je zaméfena na studium dvou typi
imunokompetentnich bunék, B bun¢k a y 6 T lymfocytt, s vyuzitim pro toto pracoviste
tradi¢niho modelu bezmikrobnich selat. V ramci disertace bylo vymezeno pét dil¢ich okruha
otazek, které byly fesSenim disertace z velké ¢asti zodpovézeny. K technickému provedeni
experimentl byly vyuzity adekvatni laboratorni techniky aplikované na gnotobioticky model.
Jednalo se o separace bunécnych subpopulaci, pratokovou cytometrii, kultivaéni techniky,
konfokalni mikroskopii, semikvantitativni PCR a nékter¢ state-of-art laboratorni postupy.

Pravdépodobné klicovym ukolem bylo pfispét k poznani vyvoje B bunék u prasete,
kdy dosud neexistuje jednotny ndzor na lymfogenezi B bun€k. Spornou je pfedevsim tloha
ilealnich Peyerovych platd, které jsou povazovany na jedné strané za primarni lymfaticky
organ nezbytny pro normalni vyvoj B bunck analogicky k Fabriciové burse, na strané druhé
za misto sekundarni pozitivni selekce a proliferace B bunck. Vysledky prezentované v
ptiloZené publikaci #1 pfinaseji podstatné informace hovofici ve prospéch druhé téze;
podstatnym argumentem je fakt, ze k vyvoji B bunck v iledlnich Peyerovych platech je tfeba
kolonizace stfeva. Lymfogeneze B buné¢k ve fetalni fazi ontogeneze prasat v kostni dfeni,
fetalnich jatrech a zloutkovém vaku, spolu s informaci o potadi pfeskupeni A a « lehkych
fetézcl béhem fetdlniho a neonatdlniho vyvoje selat je doloZeno v pfiloZzené publikaci #2.
Tento dil¢i cil se tedy d4 uzavftit tvrzenim, zZe ilealni Peyerovy platy nejsou nutné pro
systémovou tvorbu a udrZzovani hladiny B bunék v organismu, jsou vSak kli€¢ovym mistem pro
indukci ¢asnych imunitnich reakei vyvolanych mikroorganismy kolonizujicich stievo.
Pravdépodobné to plati i pro ¢asné reakce na potravni antigeny, jak prokdzal jiz diive jeden
z autorti (MS) uvedenych publikaci.

Vyznamny pokrok v poznani vyvoje a heterogenity B buné€k ptinasi ptiloZzena
publikace #3. Metodou prikazu CD21 na B bunikéch nékolika riznymi anti-CD21
protilatkami autofi prokazuji, ze zralé¢ B buniky exprimuji CD21 ve dvou riiznych formach
oznadenych jako CD21% a CD21°. Provedena ontogeneticka fenotypova a funkéni studie pak



doklada, Ze subpopulace nesouci rizné formy CD21 jsou funkéné odlisnymi podskupinami
perifernich B bunék prasete.

Druhému bunéénému typu, tj. y 0 T lymfocytlim, jsou vénovany posledni dve
ptilozené publikace. V publikaci #4 podrobnou analyzou organové distribuce subpopulaci y o
T lymfocyti lisicich se v expresi CD2 a CDS8 znak{, tj. subpopulaci CD2'CD8’, CD2°CD8  a
CD2'CD8" v kombinaci s expresi znaku CD25 a dalsich péti znakii u bezmikrobnich selat,
konven¢nich selat a konvenénich dospélych prasat dosla autorka k zavéru, ze jednotlivé
CD2/CD8 subpopulace y 6 T lymfocyt u prasat mohou piedstavovat funk¢éné odlisné bunky.
Tento zavér je pak rozsifen, na zakladé vysledki uvedenych v publikaci #5, o nazor, ze CD2"
a CD2 y 6 T lymfocyty jsou specifickymi liniemi. Tento zavér je podlozen nepfimymi
dikazy zalozenymi jednak na schopnosti exprese CD2/CDS8 znakii, odlisné prolifera¢ni
aktivité na polyklonalni mitogeny a cytokiny, na schopnosti exprese napi. MHC-II, jednak na
faktu, ze CD2" y 6 T buiiky chybi druhiim oznacovanym jako ,,y 6-low-species®.

Celkové lze konstatovat, ze predlozena prace obsahuje fadu pivodnich poznatka, které
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nutné doplnit dal§imi studiemi, Ize je povazovat v dané oblasti poznani za novum. Pravé
prevaha téchto neptimych diikazli vede oponenta k otazce, zda je mozné v prase¢im modelu
ziskat ptimé dikazy o funkci jednotlivych bunéénych subpopulaci? Dale ma oponent nékolik
poznamek ¢i ndméta pro védeckou rozpravu a od autorky by rad slysel jeji nazor.

(1) B bunky pfestupuji v lymfoidnich orgénech z jednoho funkéniho bunééného
okrsku do jiného a nasledné opoustéji tyto organy, prechéazeji do cirkulace a nasledné
kolonizuji jednotlivé organy. Jak je u prasete tento proces fizen, jaka je iloha chemokinti
a/nebo sfingosin-1-fosfatu?

(2) Pro B bunky nesouci cp21° byly v kombinaci se znakem CD2 vymezeny Ctyti
subpopulace, které, zda se, tvoii vyvojovou fadu protilatky produkujicich bunék. O bunkach
nesoucich CD21? se hovoti pouze jako o odlisné funkéni subpopulaci. Jsou n&jaké nové
poznatky ¢i ndzor na jejich funkci?

Zavérem dovolte mné jako oponentovi, abych vyjadiil své hluboké presvédceni o
tom, e predlozena prace Mgr. Katefiny Stdpanové je kvalitni jak po strance obsahové, tak
formalni (ptehlizim fakt, Ze v mém vytisku disertacni prace chybi u Etvrté publikace strana
729 a pteklepy a chybéjici pismena v textu autoreferatu). Metodické postupy aplikované na
gnotobioticky model prasete jsou zcela vhodné voleny. Po technické strance jsou na tirovni
soucasnych mozZnosti oboru. Autorka prokazala, Ze je zru¢na experimentatorka schopna
publikovat vlastni experimentalni data. Ze vSech vySe uvedenych diivoda proto doporucuji
diserta¢ni praci Mgr. Katefiny Stépanové k obhajobé a pokladam ji za velice solidni
zaklad pro udéleni titulu Ph.D.

V Nechanicich, 15. tinora 2013

Prof. RNDr. Ales Macela, DrSc.



