Oponentsky posudek diplomové prace Terezy Moravcové ,,Charakterizace B bunéénych populaci u
pacientii s revmatoidni artritidou se zaméfenim na B lymfocyty specifické pro proteiny obsahujici

Diplomovd prace byla vypracovana na Oddéleni molekularni biologie a imunogenetiky
Revmatologického ustavu pod vedenim dr. Sarky Rizickové v letech 2003-2006. Cilem prace je charakterizovat
B lymfocytarni populace v pacientech s revmatoidni artritidou, dale se zamefit na B lymfocyty specifické pro
proteiny obsahujici citrulin a analyzovat expresi genii pro t&zké fet€zce imunoglobulini u t&chto CDI19" B

lymfocyti pomoci ,,single-cell RT PCR*.

Prace je klasicky ¢lenéna na anglicky psany abstrakt (1 strana), kratky uvod, literarni prehled (27 stran),
seznam pouZitych metodik a materialu (18 stran), vysledky (27 stran), nasleduje obsahla diskuze (10 stran) a
seznam pouZitych citaci (celkem 167).

Literarni uvod je prehledny a prokazuje autor¢inu dobrou orientaci v dané problematice. Vyjadfovani je
logické a srozumitelné. Cela diplomova prace je prakticky prosta preklepi; anglikanismi se vyskytuje poskomnu
(unfolding (str. 30), gateovani (str. 35)). Co se formalnich nedostatk literarniho Gvodu tyce, doporucoval bych
omezit citovani udebnic (Hofejsi, Vencovsky, Pavelka apod.) na nezbytné minimum. Stejné tak byva zvykem
psat et al. kurzivou. K literarnimu uvodu mam tyto otazky:

1/ jaka je frekvence vyskytu revmatoidni artritidy u ostatnich (nekavkazskych) populaci?
2/ vi se jak ovliviluji vznik revmatoidni artritidy promotory genil IL-10 nebo FCRL-3?
3/ jaké bakterie &i viry vyvolavaji revmatoidni artritidu u zvifat (str. 15)?

Kapitola materidl a metody je opét napsana velmi dobfe a prokazuje Ze se autorka zvlada obstojné
mnozstvi metodik. Zde mam pouze nésledujici ptipominky ¢i dotazy:
1/ kolik bylo pouzito synoviélni tkan& pfipadn& synovialni tekutiny pro pfipravu buné¢né suspenze?
2/ na strang 44 pisete Ze ,,syntéza prvniho fetézce cDNA byla okamzZité po vytiidéni zahajena pomoci oligo-dT-
primeru®. To znamena Ze jste tuto syntézu provadéli v UMG v Kr¢i?
3/ pro€ primery SVH1 a SVH3 obsahuji restrikéni mista?
4/ na strang 49 by mélo byt uvedeno jaky typ sekvena¢niho kitu jste pouZili, stejné tak jaky primer jste pouzili
pro sekvenovani
5/ jak jste ziskali znatené peptidy? Dle textu jste si je bud’ nechali nasyntetizovat (str. 42) nebo jste je dostali (na
str. 53)
6/ nemyslim, Ze RNasin je od firmy Roche (str. 53)
7/ dle mého nazoru neni zkratka f.c. v textu nejvhodné&jsi pro oznaceni vysledné koncentrace

Vlastni experimentalni prace je uvedena dokonalou charakteristikou sledovaného souboru, veetné
statistickych udajti a dosavadniho zpiisobu 1é¢by kazdého pacienta, coz je rozhodn€ ku prospéchu celé prace.
V prvni &asti experimentalni prace se autorka snaZila nalézt korelaci mezi hladinou protilatek proti proteinim
obsahujicim citrulin a frekvenci CD19" B lymfocyti specifickych pro proteiny obsahujici citrulin v periferni krvi
a synovialni tekuting. Tuto hypotézu se bohuzel nezdafilo potvrdit. Zato v dal3i Casti experimentalni prace,
zabyvajici se sledovanim exprese povrchovych antigenli u B lymfocytd pfitomnych v periferni krvi u pacientd
s revmatoidni artritidou doséhla autorka zajimavych vysledkd. N&které exprerimenty sice bude tfeba opakovat
diky malému mnoZstvi analyzovanych vzorkd, ale ziskané vysledky jsou piesto kavlitni a zajimavé. V posledni
casti diplomové prace se autorka usp&$né vénuje sledovani exprese Vy genii u CD19" lymfocytd specifickych
pro proteiny obsahujici citrulin izolovanych ze synovialni membrany pomoci ,single-cell RT PCR*.

Vysledky prace jsou souéasti publikace v ¢asopise Reumatologia a soucasti 3 zahrani¢nich a 1 ¢eského
plakatového sdéleni.

K experimentalni &asti prace mam tyto otazky:

1/ kolik Zivych buné&k obyd&ejné sortujete?

2/ opakovali jste nékteré experimenty vicekrat (véetné piipravy materialu a sortovani)? Bylo nastaveni sorteru
vzdy stejné?

3/ ve Vasi praci uvadite Ze biot2 funguje zna&né& nespecificky. Je v literatufe popsana jeho specificka interakce?
4/ nemtzou jit n&které jednobazové mutace nalezené pii sekvenaci na vrub 68 cyklim PCR pomoci Taq
polymerazy?

5/ z jakého materialu jste u pacienta &. 47 sledovali Vy piestavby? Z periferni krve (jak je uvedeno na str. 85)
nebo ze synovialni tkang (str. 87)? )

6/ kolik bungk jste ,,sortovali* pro nasledné ,,single-cell RT PCR* u pacienta &. 477



Navzdory vSem uvedenym ptipominkdm prace Terezy Moravcové spliiuje poZzadavky kladené na praci
diplomovou a proto ji doporu¢uji k obhajobé.
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