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Tato diplomova prace je zaméfena na roli dendritickych bunék v obrannych reakcich
hostitele proti infekci Borelia afzelii se zietelem na plisobeni klistécich slin.

Uvod/Literarni p¥ehled na 9 stranich shrnuje zakladni poznatky o studované chorobé, o
imunitnich reakci hostitele vii¢i boreliim i na sani klistéte, ale také poznatky o unikovych
mechanismech borelii a klistat. Jednotlivé kapitoly na sebe logicky navazuji a jsou napsany
¢tivym védeckym jazykem. Na mnoha mistech v3ak chybi citace a Casté jsou pieklepy
v latinskych jménech. Kapitola 1.4 Imunitni odpovéd’ na sani klistéte a kapitola 1.5 Efekt slin
na modulaci imunitni odpovédi jsou pak nejslabsi ¢asti literarniho piehledu, prestoZe jsou
stézejni pro experimentalni ¢ast prace. Kapitola 1.4 je zaloZena na pouhych 4 citacich, z éehoz
nejnoveEjsi je z roku 1998. Posledni kapitola pak pusobi na &tenafe spiSe dojmem ndhodné
poskladanych poznamek nez uceleného textu.

Na str. 7 autorka pise, Ze prvni bunky nespecifické imunity, které se dostanou do mista
infekce, jsou monocyty. Jakou roli pri infekci boreliemi hraji neutrofily a kdy se dostavaji do
mista infekce?

V predposlednim odstavci vodu (str. 13) autorka zmirnuje neviremicky prenos
patogenit jako neprimy dikaz SAT efektu. Jakym terminem se v odborné literatuie oznacuje
Jjev, kdy k takovémuto prenosu dochdzi?

V poslednim odstavci kapitoly 1.5 (sir. 13) by bylo vhodné uvést presné a sprdavné
druhové jméno parazita i pFenasece v ramci citace prdce Titus a Ribeiro (1988).

Cile prace jsou jasné definované ve tiech bodech a odpovidaji kapitole vysledky.

Materiil a metodika jsou podrobné a prehledné rozepsané na 5 stranach, pfesto zde chybi
n¢kolik informaci dulezitych pro opakovani pokust v budoucnu; pro centrifugaci jsou v textu
uvadény pouze otacky, ale uZ ne pouzity rotor a centrifuga; lep$i by bylo uvadét
univerzalnéjsi hodnotu zrychleni. V kapitole 3.2.6 Stanoveni cytokint autorka piSe, v jakém
poméru fedila protilatky, ale uz neudava dulezit€jsi informaci, a to vychozi ¢ kone¢nou
koncentraci protilatek a avidin-peroxidazy.

Na str. 19 v kapitole 3.2.8 Statistické vyhodnoceni dat autorka uvddi, Ze pokusy byly
provadény v triplikacich. Nikde jsem vsak nenasla udaj, kolikrat byly pokusy opakovdiny.
Kolik nezavislych méreni jste provadéla? Na kolika mysich byly pokusy délané?

V kapitole 3.2.5. autorka popisuje metodu méreni proliferace T-lymfocytii. Jakou jinou

e

Vysledky experimenti jsou zpracované na 7 straniach a doplnény 9 piehlednymi grafy, u
kterych vsak chybi informace, co piedstavuji chybové usecky. Kapitola 4.2 je trochu matouci
a Ctenaf ziska jasnéjsi pfedstavu o tom, jak pokus vypadal, az z popisku grafu (graf ¢.2).

V kapitole 4.1 Vliv slin na procento fagocytujicich bunék byly pouZité dendritické
bunky predem néjak aktivovdny nebo preinkubovany se slinami? Co bylo v tomto pripadé
kontrolou?

Kapitola 4.2 Vliv slin na produkci cytokinii dendritickymi bunkami: méli jste v téchto
pokusech i kontrolu DC+ B+pil-4h?



Grafy 8 a 9: jak si autorka vysvétluje produkci IL-2/proliferaci u kontrolnich T-
lymfocytu? Lisi se signifikantné produkce IL-2/proliferace mezi skupinami K a T? Jak by vysly
statistické rozdily v produkci IL-2/proliferaci, pokud by kontrolou byla skupina K? Meéli jste v
pokusech s T-lymfocyty pilokarpinovou kontrolu?

Kapitola diskuze je vzhledem k mnozstvi ziskanych vysledkt velmi kratka, pouhé 2 stranky.
Navic v prvnich dvou odstavcich diskuze (str. 27) zcela chybi jakékoliv citace. Pfesto autorka
prokazala schopnost zasvécené porovnat ziskana data s publikovanymi udaji.

Na strané 27 autorka piSe, Ze ,,Z naSich pozorovani plyne, Ze spirochety jsou hojné
fagocytovany naivnimi dendritickymi burnikami a poté zpracovany na mensi fragmenty".
Z jakych pozorovant vyplyva ono zpracovani na mensi fragmenty?

Na strané 27 autorka ddle uvddi, Ze sliny klistat inhibovaly fagocytozu borelii
dendritickymi burikami. Jaké jiné okolnosti obecné mohou vést k inhibici fagocytozy?

Co bylo duvodem k porovnani bunék preinkubovanych versus inkubovanych se
slinami? A co bylo vysledkem tohoto porovnani?

Citovana literatura obsahuje pfes 100 citaci ptivodnich praci i literarnich reSersi, seznam je
piehledny s jednotnym formatem.

Zavér:

Préce je i pfes drobné pieklepy peclivé zpracovana, logicky uspofadand, s kvalitni grafickou
Gpravou. Svym rozsahem a obsahem prace spliiuje podminky kladené na diplomovou praci, a
proto ji doporucuji k obhajob&. Samotnou praci pak hodnotim stupném velmi dobfte.
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Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Martiny Slamové: Vliv klistécich slin
na interakce mezi spirochétami Borrelia afzelii a mySimi dendritickymi
burikami

Pfedkladana diplomova prace si klade za kol studium interakci spirochét Lymeské boreliozy
s dendritickymi bunkami a ovlivnéni téchto interakci slinami klistéte Ixodes ricinus. Vyhodnocovan je
vliv slin na fagocytézu borelii dendritickymi burikami, na produkci cytokind témito burikami po
stimulaci boreliemi a také na jejich schopnost aktivovat specifické CD4+ T-lymfocyty.

Prace v rozsahu 37 stran ma obvyklé ¢lenéni, literdarnimu pfehledu je vénovano 13 stran, materidlu
a metodice 5 stran a vysledkdim 7 stran. Diskuze spoletné se zdvérem zaujima 3 strany, prehled
pouzité literatury obsahuje 113 citaci. Pfilohou je fotografie dendritické buriky fagocytujici borelie
vizualizované pomoci imunofluorescence.

Uvodni &ast je napsana velmi &tivé a je z ni zfejmé, Ze autorka dobfe ovlada jak samotnou préci
s informacemi ziskanymi z literatury, tak si dokdZe dobfe poradit s preklady z anglictiny. Prace, ze
kterych Cerpala, jsou velmi aktualni, pouze do kapitoly Imunitni odpovéd' hostitele na sani klistéte by
se hodilo zaradit nékteré Cerstvéjsi informace, napfiklad existenci T-regulaénich lymfocyti nebo Th17
subpopulace.

Uvod ale bohuZel obsahuje, stejné jako ostatni &asti prace, velké mnoistvi formélnich chyb,
nepfesnych citaci a nejednotného pouzivani mezer, diky nimZ plsobi prace trochu ,,odbyté“. Je treba
pohlidat si, aby citace publikaci v textu mély jednotnou formu. KdyZ ma publikace dva autory, uvadéji
se oba se spojkou a, pfip. and, ma-li autor( vic, piSeme jméno prvniho a kol., pfip. et al. Déle meazi
hodnotou a pfislusnou jednotkou je tfeba psat mezeru, stejné tak jako pfed procenty, nemyslime-li
tim ,procentni”, ale polet procent. Také by bylo vhodné psat nazvy proteind cesky (dekorin,
fibronektin), nebo alespofi psani téchto ndzvl sjednotit. Nasla jsem i nékolik dsmévnych chyb
z nepozornosti, napft.: , Extrakt ze slinnych Zlaz Dermacentor reticulatus sajicich na klistéti 6 dni”.

Cile prace jsou stanoveny prehledné ve tfech bodech.

Kapitola materidl a metody je svym rozsahem Gmérnd velkému mnoistvi metod, které byly v préci
vyuZity. Popisy metod jsou dostate¢né a mohou tedy slouZit jako navod pro dalsi studenty. Martina
musela zvladnout naro¢né metodiky, predevsim izolaci dendritickych bunék a préci s nimi, kultivaci
borelii a zachazeni s infekénim materidlem, ale také imunoenzymatické metody slouzici k detekci
nejriznéjsich cytokind.

Vysledkova ¢ast, ktera je napsana strucné a prehledné, je vhodné doplnéna deviti grafy. Provedené
experimenty z ¢asti navazuji na praci Martininy Skolitelky specialistky Anny Fialové-Skallové. V nich
Anna prokdzala inhibici migrace a maturace dendritickych bunék vlivem slin 1. ricinus a také ovlivnéni
dendritickymi burikami zprostfedkované proliferace a polarizace naivnich CD4+ T-lymfocytl. Martina
ke svym pokusim misto naivnich transgennich SMARTA-2 T-lymfocytl vyuZivala pamétové T-
lymfocyty specifické k antigenim borelii, vyizolované z mysi infikované boreliemi. Dendritické buriky
ovlivnéné slinami klistat pak stimulovala pfidanim borelii a pozorovala vliv slin na reaktivaci
pamétovych T-lymfocytl. VyuZila tedy modelu z pfedchozi prace a dobrym designem pokust ho
pribliZila situaci nastavajici po infekci spirochétami Lymeské borelidzy. Ze ziskanych vysledkd vyplyva,
ze ovlivnéni boreliemi stimulovanych dendritickych bunék slinami ma i pfi reaktivaci pamétovych T-



lymfocytd specifickych k antigenGm borelii velky vyznam, coZ je velice zajimavé. Navic Martina
prokdzala inhibi¢ni vliv slin na produkci cytokinG dendritickymi burikami inkubovanymi s boreliemi
i na samotnou fagocytézu spirochét dendritickymi burfikami.

Vysokou kvalitu a rozsah ziskanych vysledk( viak Martina nedokdzala v diskuzi pfili$ dobfe , prodat®.
Diskuze je kratka (spole¢né se zavérem zaujima jen 2,5 strany) a chybi mi v ni hlavné porovnani
dosaZenych vysledkt s vysledky Martininy Skolitelky specialistky Anny Fialové-Skallové (Skallova et al.
2008). Martina svou praci na jeji praci navazovala, proto mé velmi zajimalo, jaky bude rozdil mezi
prezentaci antigen( naivnim a pamétovym T-bunikdm a také jak se v téchto interakcich projevi
rozdilny aktivator dendritickych bunék.

PfestoZe vétSina zkratek je vysvétlena vtextu, uvitala bych seznam pouZitych zkratek, ktery by
usnadnil orientaci v pouZitych terminech.

K pfedklddané diplomové praci mam tyto dotazy a pfipominky a prosim Martinu o reakci na né:

1. Str. 7: Jako pozdni stddium nelécené infekce u vSech tii hlavnich plvodch Lymeské borelidzy
(B.burgdorferi sensu stricto., B.afzelii., B.garinii) je uvedena neuroborelioza. Je tomu opravdu
tak, kdyZ B. burgdorferi s.s. napada hlavné klouby (chronickad artritida) a B. afzelii je
spojovana prevainé s koZnimi projevy (acrodermatitis chronica atrophicans-ACA)?

2. Str. 9: V kapitole uloha dendritickych bunék by, myslim, bylo uZite¢né popsat cytokiny, které
jsou dendritickymi burikami produkovany a jejich role v dalsi imunitni odpovédi. Vysvétlilo by
to zaroven, pro¢ si Martina vybrala do experimentdini ¢asti sledovani produkce zrovna tfi
uvedenych cytokind.

3. Interleukin 6 je v praci uvadén na riznych mistech jako Th2 cytokin (str. 11) a jako Thl
cytokin (str. 28). Jakou roli tedy hraje IL-6 u dendritickych bunék vimunitni odpovédi na
boreliovou infekci?

4, Str. 15: Jak byly ziskany samice I. ricinus pouzité k ziskani slin? Pochdazely z chovl, nebo byly
odchyceny v pfirodé?

5. Str. 16: Byla u izolovanych dendritickych bunék a CD4+T-lymfocytd kontrolovdna viabilita
pomoci roztoku Trypanové modfi?

6. Str. 18: ,Standard byl dvojkovou fadou fedén aZ na nulovou koncentraci...” Bylo pouzito
7 bod kalibracni kfivky a negativni kontrola s fedicim roztokem?

7. Str. 19: Statistické vyhodnoceni dat. Shrnuji grafy data z nékolika pokusl, nebo jde vidy
o vysledky reprezentativnich pokusi?

8. Str. 20: V grafu 1 chybi popisek osy Y (mélo by byt uvedeno, ¢eho se , %" tykaji). Také si
myslim, Ze by bylo lepsi vysvétlit zkratky pouZivané v popiscich osy X v legendé pod grafem,
prestoZe zkratky jsou pomérné intuitivni.



10.

11.

12.

13;

Str. 22: V grafu 4 (vliv slin na produkci IL-10 dendritickymi burikami) opravdu vy3el rozdil mezi
skupinami DC+B a DC+B+S po 48 hodinach prlikazny? Na jaké hladiné vyznamnosti?

Str. 22: Cim si vysvétlujete, Ze zatimco produkce TNF-a a IL-6 po stimulaci dendritickych
bunék boreliemi prudce narlstd uz po 24 hodinach a po 48 hodinach je prakticky totoZnd,
produkce IL-10 ma hlavni pik produkce aZ po 48 hodinach? Jakou roli hraje IL-10
u dendritickych bunék v odpovédi na boreliovou infekci?

Str. 28: NemiZe pozorovany vliv na proliferaci CD4+ T-lymfocytl zplsobovat i snizend
maturace dendritickych bunék vlivem slin, tedy nizsi exprese MHC Il molekul i kostimulaénich
molekul B7-2, a tim sniZend kapacita prezentovat antigen (Skallova et al. 2008)?

Str. 28: Do diskuze bych doporudovala zafadit i publikaci tykajici se ucinki sialostatinu L na
dendritické buriky a nésledné na proliferaci antigen-specifickych CD4+ T-lymfocytll (Sa-Nunes
et al. 2009). Mohlo by se jednat o jeden zdlvod(, pro¢ je v Martininych pokusech
inhibovana restimulace pamétovych T-lymfocytd.

Str. 38: Pfiloha. Jaké protilatky byly pouZity k vizualizaci dendritickych bunék a borelii a jak
byly Fedéné? Pfi jakém zvétSeni byly buriky fotografovany?

Pfes uvedené vyhrady si myslim, Ze prace prezentuje kvalitni pGvodni vysledky, které budou
zakladem pro publikaci. Splfiuje tedy naroky kladené na diplomovou praci Pfirodovédeckou fakultou
Jihoteské univerzity v Ceskych Budéjovicich a doporuuiji ji proto k obhajobé. Navrhuji kiasifikovat ji
znamkou 2, ale nevylucuji vylepSeni zndmky péknou obhajobou.

V Plzni, dne 21. 5. 2010
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