Posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Heleny Horké

Bc. Helena Horké predlozila k obhajobé magisterskou diplomovou préci na téma
"VyuZiti real time-PCR pro studium klistécimi slinami aktivovaného p¥enosu borelii’, kterou
vypracovala v Laboratofi interakci vektor-hostitel. Diplomova prace o rozsahu 70 stran ma
vSechny potiebné ndleZitosti a je soufdsti tymového programu laboratofe doc. Jana
Kopeckého. Metodicky, aplikaci metody PCR v redlném cCase, navéazala autorka diplomové
prace na predchazejici magistersky diplomovy projekt Martiny Machackové a s tispéchem
vyuzila jeji protokol ke kvantifikaci borelii v koZnich lezich hostiteld a v pfitomnosti
klistécich slin ¢i extraktu ze slinnych zlaz klist’at.

Po formalni i obsahové strance se jedna o velmi kvalitné vypracovany spis. Bylo
témef nemozné nalézt byt jenom drobnou chybu ¢i formalni pochybeni, Vysledky ziskané
autorkou prace jsou nalezité podpofeny statistickymi vypocty. Praci bylo vskutku radost &ist,
je napsana velmi ¢tivym zpisobem s vyvaZzenym obsahem informaci ve vSech jejich ¢astech,
to plati zejména o bezvadném uvodu. Dnes mame u nas na fakulté/Parazitologickém ustavu
celou kolekci studentskych praci na téma interakce borelii/viru KE s hostitelem, o to vice si
jako oponent v§imam originality kazdého dalsiho pfispévku do této tématické fady. Nebylo
tomu ani tentokrat jinak a tak jsem velice rad, Ze mohu potvrdit jednoznaéné, Ze Helena
Horkéa se vypofadala se vSemi Castmi prace vetn€ tvodu svym osobitym a originalnim
zpusobem. Chvalim velice! Vedle klasickych udaji z této oblasti, které je tieba vzdy znovu
zopakovat a ptipomenout se Helené podafilo vybrat $tastnym zplisobem novinky z oblasti
antigennich determinant borelii, jejich genti a funk¢nich vlastnosti, jakoz i z oblasti
molekulovych faktor ve slinach klistécich vektori. Domnivam se, Ze tGvodni stat’ by si
zasluhovala publikovat samostatné v nékterém védu popularizujicim ¢asopisu (V esmir/Ziva)
piipadné v odborném zdravotnickém periodiku.

NagSel jsme snad jediné malé pochybeni, to kdyZ autorka zmiriuje taxonomické
zatlenéni klist'at a hovofi na str. 11 o Ixodides jako o podiadu a v zapéti o fadu. Autorka méla
ziejm& na mysli podiad Ixodida z fadu Parasitiformes, tolik na upfesnéni.

Cile prace jsou jasné formulovany, stejné tak kapitola "Materidl a metody’
zasluhuje pochvalu za dostate¢nou podrobnost, piehlednost a obsahovou jasnost. Pfipominku
mam pouze k oddilu 3.7.1. (design experimentalni infekce), rozpis experimenti by mohl
1épe/vystiznéji odpovidat grafim s vysledky, napf. Graf €. 1 a dalsi analogické, zejména
s ohledem k postaveni kontrol.

Vysledky dosazené budi po pravu mimofadny zajem nas vsech, ktefi se témito
vécmi zabyvame, staly se také pfedmétem diskusi v nadich laboratofich a planovéni n€jakého
vétstho navazujiciho projektu. Pfesto nebo pravé proto bych se chtél autorky zeptat, jak si
vysvétluje statisticky pritkazné rozdily v replikaci borelii v kizi (4 dpi) mezi jednotlivymi
skupinami v experimentu. Rozumim &asové zavislosti replikatnich procestl, nicméné opét se
ptam Heleny, ¢im si vysvétluje ten dramaticky rozdil v kiiZzi mezi 1 dpi a 4 dpi v pritomnosti
slin. Kapitoly s vysledky, diskusi i shrnutim zasluhuji stejnou pochvalu jako ostatné cela
magisterska diplomova prace. Ani v pfehledu citovanych pramenti se mné nepodatilo narazit
na néktery z chronickych pfestupku.



Zaveérem, s radosti a klidnym svédomim mohu konstatovat, Ze Bc. Helena Horka
se zhostila zadani své magisterské diplomové préce obrazné i doslova na jedni¢ku, doporucuji
proto jeji praci k obhajobé a pfedpokladam, Ze se ji Helena zhosti stejné uspésné.

Posudek vypracoval v Ceskych Budgjovicich dne 26. ledna 2007:

L\‘ w " mﬂM/

Dr.Libor Grubhoffer



Posudek na diplomovou praci

Nazev prace: Vyuziti real-time PCR pro studium klistécimi slinami aktivovaného pienosu
Autor: Bc. Helena Horkéa
Adresa: Biologicka fakulta JihoGeské univerzity v Ceskych Budgjovicich

Jak uZ z nazvu vyplyva, diplomova prace je zaméfena na studium ucinka kliStécich
slin na pfenos patogenti, konkrétné na modelu Ixodes ricinus — Borrelia burgdorferi. Vliv slin
na pfenos patogenti byl popsan nejen u klistat, ale také u krevsajictho hmyzu — komaru,
flebotom a muchni¢ek. Jedna se o jedno z aktudlnich témat sou€asného parazitologického
vyzkumu nejen u nas, ale i ve svéte.

Literarni piehled na 13 stranach shrnuje zakladni poznatky o studovaném modelu
borelie — kli§té — hostitel, v posledni kapitole pak pfedstavuje pouzitou metodu real-time PCR.
Jednotlivé kapitoly na sebe logicky navazuji a jsou napsany ¢tivym védeckym jazykem. Cile
prace definuji 4 zakladni body, které zahrnuji vSechny aspekty studovaného problému:
pribéhu infekce, vliv slin, sani a extraktu slinnych Zlaz na prubéh infekce i vliv na prenasece.
Kapitola materiil a metody je dostatetné podrobna. Autorka se seznamila nejenom
s metodou real-time PCR, ale napf. i s kultivaci borelii, pitvou slinnych zlaz klist'at, sbérem
klitécich slin nebo praci s experimentalnimi zvitaty. Vysledky experimentt jsou zpracované
vynikajicim zptsobem. Autorka se svelkym mnoZstvim ziskanych dat v kapitole 4.3.
vyporadala velice uspésné prehlednymi grafy. Ocenuji, Ze jsou v kapitole 4.4.3. zminény
i neuspésné pokusy. Je dilezité, aby takovéto vysledky neztstaly lezet nékde v Supliku,
ale byly kdispozici pro plénovani podobnych pokusi. Osmistrankova diskuze detailné
porovnava ziskané vysledky s publikovanymi daji a na zavér jsou shrnuty nejdilezitéjsi
vysledky. Citovana literatura obsahuje tuctyhodnych 165 citaci pavodnich praci i literarnich
reSersi, véetné téch nejnovéjsich. Soucasti seznamu jsou i 2 odkazy na citované webovské
stranky. Praci vhodné dopliiuje seznam pouzitych zkratek.

Cela prace je peclivé zpracovana, logicky uspofadand, s kvalitni grafickou upravou
a je dobrym podkladem pro zpracovani ziskanych vysledkd (pfedevS§im kapitola 4.3.)
pro publikaci v impaktovaném cCasopise. Schopnost autorky pracovat v oblasti védeckého
vyzkumu dostate¢n¢ dokumentuje fakt, Ze je feSitelkou grantu, kterym byla tato prace
financovana. Svym rozsahem prace plné spliluje podminky kladené na diplomovou praci,
a proto ji doporucuji k obhajobg.

V Praze dne 21. ledna 2007
/
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RNDr. Iva Rohousova, Ph.D.



Otazky a pFipominky:

Literarni piehled
str. 9, odstavec 5
str. 11, odstavec 2

str. 13, odstavec 2

str. 13, odstavec 4

str. 15, odstavec 1

str. 15

str. 16, odstavec 3

,»B. garinnii je neurotropni ... — pieklep

s ««« tvorba protilitek proti OspC u mySi vyvoliva sniZeni exprese
OspC, a tak tyto protilatky nemohou byt protektivni.“ Na str. 8
(odstavec 3) se vSak piSe, Ze exprese OspC je nezbytna pro infekci
hostitele. Pro¢ tedy protilatky proti OspC nemohou byt protektivni,
kdyZ snizuji expresi tohoto proteinu?

., ... a vznikla tekutina se vraci ... MoZna by bylo lepsi napsat
,prebytecnd tekutina®, ale to je spiSe otazka stylu psani.

» ... pfenos patogent je spiSe transstadialni ... transovarialni prenos je
neefektivni ...” Patogenem se zde mysli pouze borelie nebo obecné
v8ichni patogeni pfenaSeni klist'aty 1. ricinus?

Peasen a kol. izoloval ... Méla bych dvé pfipominky: (1) bylo by
vhodnéjsi napsat sloveso v pluralu, kdyZ uz to byl ten kolektiv a ne
jenom jeden autor, (2) toto je citace a je tfeba u ni doplnit rok (objevuje
se to i jinde v Literarnim pifehledu a v Diskuzi) — ,,Peasen a kol. (1999)
izolovali ...” - a pak uz je zbyte¢né totéz opakovat na konci véty.

LiSi se funk¢éni sloZeni slin samci a samic? Pokud ano, uvedené
informace se tykaji jakého pohlavi? Jsou ve slindch klistat také
neproteinové imunomodulitory?

,» ... avSak zde probé&hl odbér mysich tkani az 8 tydni po infekei, a proto
pozorovany efekt nelze jednozna¢né pficist SGE.“ Jak dlouho lze
pozorovat SAT efekt? Je mozné pozorovat SAT efekt i po inokulaci
borelii do mista, kde pfedtim séalo klisté (tedy s jistym ¢asovym
odstupem mezi sanim klitéte a inokulaci borelif)?

Nesjednocené zkracovani druhovych nazva v textu; napt.:

str. 9, odstavec 5
str. 14, odstavec 1

Material a metody
str. 20, kap. 3.2.
str. 20, kap. 3.3.1.

str. 20, kap. 3.3.2.
str. 21, kap. 3.4.1.

str. 21, kap. 3.4.2.

str. 21, kap. 3.5.
str. 22, kap. 3.6.1.

B. x Borrelia na zatatku véty
I scapularis x Ixodes scapularis

Co je smésny boreliovy antigen? A pro¢ byl pouzit?

O jaka antibiotika se jednalo? V tomto pfipadé by moZné bylo vhodné
uvést katalogové ¢islo.

Je mozné pouzit pro pocitani borelii Biirkerovu komtrku?

O jaké inhibitory proteaz se jednalo? V tomto pfipadé by mozna bylo
vhodné uvést katalogové ¢islo. Jak koncentrované byly pouZité vzorky
SGE? Kolik Zlaz se pitvalo do daného objemu 1 ml PBS? Pro¢ byl
zvolen pravé PBS pufr? Byly vzorky SGE pied pouzitim
prefiltrovany?

Jaka byla vysledna koncentrace proteinii v SGE? D4 se fici, jaka je
koncentrace proteinti v jedné Zlaze?

Jaké byla vysledna koncentrace proteinti ve slindch?

Pro¢ byl zvolen jako fedici médium pro anestezi PBS pufr a ne tfeba
fyziologicky roztok?

Pro¢ byly zvoleny rizné koncentrace SGE xsliny u skupiny 2 a 3?
(Mize byt pozorovany efekt zavisly na koncentraci proteinu

v inokulu?)



gtr. 23, kap. 3.7.1. -

str. 24, kap. 3.8.4.

Vysledky
kap. 4.1.

kap. 4.2.
kap. 4.3.

kap. 4.4.

Diskuze
str. 46, odstavec 2

str. 47, odstavec 2

str. 47, odstavec 2

str. 48, odstavec 4

str. 50, odstavec 1

LiSi se slozeni a efekt slin dospélcii a nymfilnich stadii (skupina 2 a
3 x skupina 4)?

Pro¢ byl zvolen tak maly pocet zvifat v jedné skuping?

Jaky ¢asovy interval byl mezi infekéni davkou a ptiloZeni nymf? Tato
informace by mohla byt diilezitd zejména v souvislosti s imunitni
odpovédi hostitele, jestli mél hostitel ¢as reagovat na podany antigen
(SGE/sliny) nez byl vystaven slinam sajicich nymf.

Jak a ¢im se homogenizuje kliste?

Pro studenty, ktefi budou na tuto praci navazovat, by bylo dobré zminit
i parametry ostatnich testovanych kombinaci, aby bylo zfejmé, pro¢
byla vybrana prave tato polymeraza a primery.

Byl tento test opakovan? Jaka je reprodukovatelnost metody?

To obrovské mnoZzstvi informaci je uspofadano velice piehledné.
Trochu matouci jsou jenom shrnujici grafy, pod kterymi je uvedena
dalsi kapitola (napf. na str. 34 graf 4 o uSnim boltci x kapitola o
miznich uzlinach) a ¢tenaf miize mit tendenci hledat informace uvedené
v textu na onom grafu.

KdyZ porovnam tyto vysledky s obdobnym pokusem v piedchozi
kapitole (str. 31, graf 1B) u skupiny s infekéni davkou
borelie+PBS+nymfy (lisi se pouze poétem nymf 12x15 kusiu), tak
jednou byl pozorovin signifikantni stimulaéni vliv sani na mnozni
borelii a podruhé siani nemélo Zadny vliv. Jak si to vysvétlujete?

» -.. Studii vlivu SGE na boreliovou infekci provedl v témzZe roce
Zeidner a kol. ...“ Podobné jako v Literarnim ptehledu; toto je citace a
je tfeba u ni doplnit rok. Rok, kdy byla prace publikovana nemusi
souhlasit s rokem, kdy byla studie provedena.

,»V tak ¢asném intervalu ziejmé nelze hovofit o zvySené proliferaci
spirochet v kizi, ... Jak rychle se mnozi borelie?

»Nulovy efekt SGE v kiizi pFipisuji jeho Spatné kvalité.“ Spolu se
sanim nymf bylo SGE velice i¢inné a stimulovalo mnoZeni borelii.
Byl v obou experimentech pouzit stejny vzorek SGE? Co znamena
»Spatna kvalita SGE“?

Maji sliny pfimy vliv na mnoZeni borelii nebo sliny svym vlivem na
hostitele pouze pfipravuji vhodnéjsi prostiedi pro mnozeni borelii?
,»Slinami aktivovany pfenos je druhové specificky ...“ Pokud je I.
ricinus vhodné&j8§im vektorem pro B. afzelii, pro¢ nebyl pro pokusy
zvolen tento druh borelie?

Plinujete studovat druhovou specifitu vlivu SGE/slin/sani na
jednotlivé druhy borelii?

,» V ur¢itém mnoZstvi se tyto inhibitory vyskytuji i ve vzorcich DNA
izolované z krve pomoci specializovanych komer¢nich kit Zkouseli
jste izolovat DNA bez kitu, popf. porovnat vliv DNA izolované
riznymi technikami na citlivost PCR detekce borelii?



