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Magisterskd diplomové prace Bc. Sarky Pospisilové se zabyva charakterizaci G¢inkG neddvno
popsaného klistéciho serpinu IRS-2 na dendritické buriky. Prace svym tematickym i metodickym
zamérenim vychazi z dlouholetych tradic Laboratofe imunologie parazitéz vedené Prof. RNDr. Janem
Kopeckym, CSc.

Diplomova prace ma 48 stran a dle zvyklosti je ¢lenéna na Uvod, cile prace, material a metody,
vysledky, diskuzi a zavér. Rozsah a vzajemny pomér jednotlivych ¢asti je pfiméfeny a odpovidajici
narokdim na magisterské diplomové prace na Pfirodovédecké fakulté JU.

Cile prace jsou strucné, jasné definované a konkrétni.

Uvod ¢ita 13 stran textu. V prvni podkapitole se autorka zaméfuje na systematické zafazeni klidtat v
ramci arthropod a popis Zivotniho cyklu klistat. Nasleduje vycet nejdilezitéjsich vlastnosti klistécich
slin, v€etné souhrnu aktualné znamych proteinl napomahajicich klistéti pfi sani na hostiteli a pfi
obrané proti jeho imunitnimu systému. Za zdafilou povaZuji pasaz tykajici se popisu signdlnich drah
aktivovanych Toll-like receptory. Autorce se podafilo zpracovat toto komplikované téma do
pfehledné a ctivé formy. K této ¢asti bych mél pouze nékolik drobnych pfipominek:

1. Strana 2. Makrofdgy produkuji oxid dusnaty, nikoliv dusi¢ny.

2. Strana 12.V Americe se vyskytuje Borrelia burgdorferi, nikoliv Borrelie burgdorferi.

3. Strana 13. Odkaz Lieskovska (2011) jsem nenalezl v seznamu literatury.

Kapitola Material a metody je sepsdna na 6 strandach, je prehledné ¢lenénd, jednotlivé metody jsou
vysvétleny srozumitelnym zplsobem. K této kapitole nemam Zadné pfipominky, pouze na strané 18
neni u nylonové membrany uveden obchodni nazev a vyrobce (GeneTiCa je dodavatel). U
jednotlivych metod také neni nutné uvadét, kdo je provadél (napft. str. 16 ,Borelie pocitala a
kultivovala Bc. Veronika Slavikova“). Toto se pfipadné fesi v podékovani.

Vysledky predloZené magisterské prace jsou shrnuty na 19 stranach, véetné 20 obrazk( a 18 graf(.
Autorka nejprve testovala vliv IRS-2 na produkci cytokin dendritickymi burikami po stimulaci LPS. U
zadného ze tfi sledovanych cytokind (TNF-a, IL-12, IL-10) nebyl prokazan signifikantni vliv IRS-2 na
jejich produkci. U grafu 2 neni uvedeno, jaka byla koncentrace IL-12 v pfitomnosti samotného IRS-2
(prosim o doplnéni v Ustni prezentaci).

V dal$im kroku byl sledovan vliv IRS-2 na expresi kostimulaénich molekul CD80 a CD86 na povrchu
stimulovanych dendritickych bunék. Autorka uvadi, Ze po 48 hodinové inkubaci s IRS-2 doslo ke
snizeni exprese CD80 o 50% a CD86 dokonce o 70%. Nicméné z grafil 5 a 6 ,dokazujicich” tento
pokles neni toto zjisténi zcela zfejmé, pokles se nezda byt tak vyrazny. Poprosil bych autorku, zda by
mohla tento rozpor vysvétlit v Ustni prezentaci. Navic zfejmé doSlo k prohozeni grafi 5 a 6,
nesouhlasi totiz popis v hlavic¢ce grafli a legenda ke grafim.

Autorka dale sledovala vliv IRS-2 na signalni drahy aktivované Toll-like receptory. Nebyl prokdzén vliv
samotného IRS-2 na zmé&nu aktivity MAP kindz (p38, Erk1/2) ani NF-kB. Stejné tak nebyl zaznamenan
vyznamny rozdil v aktivaci testovanych MAP kindz, NF-kB a kinazy Akt vlivem IRS-2 u dendritickych




bunék stimulovanych LPS. RovnéZ nebyl prokazan vyznamny vliv IRS-2 na fosforylaci protein STAT1,
STAT3 a STAT6 v JAK-STAT signdlni draze po stimulaci dendritickych bunék borreliemi.
Pfipominky:

1. Ve vétsiné vySe uvedenych experimentl autorka zkoumd zmény exprese, resp. aktivace
protein(i u bunék s pfidanym IRS-2, nebo bez IRS-2. Dle mého ndzoru by bylo vhodnéjsi
porovnavat vliv testovaného IRS-2 s jinym kontrolnim proteinem pfipravenym ve stejném
expresnim systému jako IRS-2, aby se vyloudil vliv neziadoucich bakteridlnich primési
v rekombinaénim proteinu, které mohou vysledek ovlivnit.

2. Na obrazcich western blotl (Obrdzek 6-12) neni zcela jasné, ktery casovy profil odpovida
testovanému IRS-2 a ktery je kontrolni (prosim o vysvétleni v Gstni prezentaci). Legendy
k obrazkim by mély vysvétlovat to co vidime na obrazku, nikoliv postup, jakym bylo vysledku
dosazeno.

Diskuzi jsou vénovany celkem 3 strany textu. Autorka porovnava svoje vysledky s literdrnimi Udaji i s
vysledky pochazejicimi ze Skolici laboratore. K této kapitole nemam zadné pripominky.

Odkazy v Seznamu literatury by mély mit jednotny format.
K diplomové praci bych mél jesté nékolik obecnych pripominek:

1. V prdci se misi rGzné styly vypravéni. Hojné se vyskytuje "ich forma", ktera se v odborném
textu nepouziva. Prace by méla mit jednotnou formu (doporucuje se pouZivat pricesti minulé

trpné).
2. Vtextu se to rovnéz hemzi celou fadou hovorovych vyrazi a ponékud kostrbatych vétnych
spojeni (str. 1. ... (klisté) cekd prichycené tremi zadnimi pary nohou a snatazenyma

pfednima nohama, kteryma se zachyti na srsti nebo odévu.), které ponékud snizuji kvalitu
odborného textu.

Zavérecné hodnoceni:

Autorka se béhem svého magisterského studia sezndmila s celou fadou metod molekularni biologie a
imunologie, vtomto sméru prace splnila svij ucel. Magisterska prace nepfindsi mnoho pozitivnich
vysledkd, coz je bohuzel nékdy udél pilotnich studii. Je sympatické, Ze autorka tuto skutecnost
pfizndva na rovinu a nesnazi se tuto skutecnost skryvat. Hlavnimi nedostatky prace jsou formalni
uroven textu a nizka informacni hodnota nékterych obrazkd. PredloZenou magisterskou praci
doporucuji k obhajobé a hodnotim ji stupném 2.

Otazky oponenta:

1. Kuvolnéni dendritickych bunék ze sleziny autorka pouzila inkubaci s Liberazou DL a DN&zou .
Zajimalo by mé, z jakého divodu se zde pouZiva DNaza | a zda nemuze jejim vlivem dochézet
k poskozeni genomu izolovanych bunék?

2. Na strané 23 autorka uvadi, Ze v experimentech pouZzivala 3 uM, nebo 6 uM IRS-2. Z dalsiho
textu ale neni zfejmé, jakd koncentrace byla v jednotlivych dil¢ich pokusech pouZita. Prosim o
vysvétleni, pfipadné zda byly pozorovany rozdily v expresi kostimulacnich molekul pfi pouZiti
raznych koncentraci IRS-2.

3. Opakované pokusy sledujici expresi kostimulacnich molekul CD80 a CD86 prinesly znacné
rozdilné vysledky (50% x 30% u CD80, resp. 70% x 12% u CD86). Jak si autorka tyto rozdily
vysvétluje?

4. U obrazki 5, 6, 8, 10 a 11 chybi housekeeping gen. Zajimalo by mé, jakym zplsobem autorka
provedla relativni kvantifikaci zmén aktivity pfislusnych proteind?
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Posudek na diplomovou praci

Bc. Sérka Pospisilova 2012: Vliv klistéciho serpinu IRS-2 na dendritické buriky aktivované
TLR4 ligandem. Jiho&eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich, Pfirodovédecka fakulta, 49
stran.

Tato diplomova prace je zamérena na roli serpinu 2 ze slin klistéte /xodes ricinus (IRS-
2). Vlastnosti tohoto proteinu podrobné popsali Chmelaf a kol. 2011. Autorka této
diplomové prace na uvedeny ¢lanek navazuje a protein IRS-2 testuje hlavné s ohledem na
jeho moznou roli na funkce dendritickych bunék. Téma je to velmi aktudlni a i pres vesmés
negativni vysledky ziskala autorka cenné udaje, na které Ize navazat dalSimi pokusy a nékteré
casti této diplomové prace tak dotdhnout do podoby ¢lanku v impaktovaném casopise.

Uvod/Literarni prehled na 13 stranach shrnuje zakladni poznatky o klistéti Ixodes ricinus,

dendritickych bunkach, signalnich drahach a vlivu klistécich slin na dendritické buriky.

Literarni prehled odpovida zvolenému tématu diplomové prace a je napsany pomérné Ctivé,

i pres drobné stylistické chyby dané doslovnym prekladem anglického textu vcetné

anglického slovosledu. Zavaznéjsim problémem je, Ze kapitoly jsou vétSinou zaloZené na

pouhych 3-5 citacich a v nékterych odstavcich chybi jakdkoliv citace. V nékterych castech
textu si pak autorka ulehcila préci tim, Ze pouze preloZila vybrané véty jednoho review (napf.

kapitola 1.1.1 Sliny klistat, Francischetti et al. 2009).

e Kapitola 1.1 KliSté obecné: V uvodu pisete, Ze kliStata ,se lisi tim, Ze maji specidlni ustni
ustroji, takzvany hypostom”. Z kontextu vyplyvd, Ze se takto odliSuji od ostatnich
roztocd. V ¢em je tedy ustni ustroji ostatnich roztocd jiné?

e Kapitola 1.1.1 Sliny klistat: Podle jakého kritéria jste vybirala vyznamné rodiny protein(i?
Pro¢ v tomto vyctu nezminujete tfeba antigen 5-related proteiny, ixostatiny, tyropiny
aj.?

e Kapitola 1.2 Dendritické buriky: Na strané 5 v predposlednim odstavci zminujete
prezentaci antigenu na MHC. O jakou tridu MHC molekul se jednd?

e Kapitola 1.3.1 Toll-like receptory: Jaké TLR hraji tlohu v rozpozndvadni paraziti?

e Kapitola 1.3.2 aZ 1.3.4: Je dany typ TLR receptoru asociovany vZdy s jednou signdini
drahou? Pokud je jeden typ TLR receptoru asociovdn se vsemi uvedenymi signdlnimi
drahami, co pak rozhoduje, kterd z nich se aktivuje?

Cile prace jsou jasné definované ve tfech bodech a viceméné odpovidaji strukture kapitole
vysledky.

Materidl a metodika jsou podrobné a prehledné rozepsané na 6 stranach. Autorka se béhem
prace seznamila s metodou izolace dendritickych bunék, kultivace dendritickych bunék za
riznych podminek, SDS-PAGE, western blotu, FACS a ELISA. U pouZitych chemikalii autorka
uvadi vyrobce/dodavatele; pro pfipadné opakovéni ¢i pokracovani v pokusech by bylo
vhodné dodat i katalogovda Cisla, jejich absence vSak nemd vliv na hodnoceni vlastni
diplomové prace. V ramci celé kapitoly se objevuji drobné chyby typu ,min.” (minuty nejsou
zkratka, ale jednotka, ktera se piSe bez tecky) ¢i absence mezery mezi Cislem a jednotkou.
e Kapitola 3.3 Aktivace dendritickych bunék: Uvddite zde rizné mnoZstvi bunék na jamku
v pripadé stanoveni cytokinG (150 tis. bb/jamku) a v pfipadé stanoveni exprese
kostimulacnich molekul (150 tis. bb/jamku). Koncentrace bunék jsou v obou pripadech




stejné, jejich husota vzhledem k plose dna jamky se vsak liSi — maZe mit toto vliv na
vysledek? Lze pak vysledek z obou typl testu ddvat do vzdjemnych souvislosti?

e Kapitola 3.5 Precisténi IRS-2 od endotoxinu: (1) Rekombinantni IRS-2 jste dostala jiz
~hotovy” a jenom jej precistila nebo jste ho i exprimovala v bakteriich? Kdo pfipravoval
IRS-2 v bakteriich? (2) Jaky byl vysledek testu funkénosti enzymu?

e Kapitola 3.7 SDS-PAGE: Chybi specifikace tloustky gelu a typu/vyrobce elektroforetické
aparatury.

e Kapitola 3.10. ELISA: Chybi specifikace ELISA kitda.

Vysledky experiment( jsou prehledné a peclivé zpracované v 5 kapitolach na 19 stranach a

doplnény 18 prehlednymi grafy, 8 obrazky a 12 histogramy. Kratké vysvétlujici avodni

odstavce zvysSuji srozumitelnost textu. Obrazky a grafy jsou dostatecné popsany. V nékterych

pfipadech jsou tytéZ vysledky prezentovany ve dvou grafickych formach (histogram/graf

nebo obdzek/graf), coz ale neni na $kodu. Jiz vtéto kapitole autorka vysledky kriticky

hodnoti, vétSinou s ohledem na pribéh experimentu a pouzitou metodu.

e Kapitola 4.1 Vliv IRS-2 na expresi cytokini po stimulaci s LPS: (1) Proc¢ jste jednotlivé
cytokiny stanovovala jen v nékterych casovych intervalech a ne ve vsech (tj. 3, 24, 48 i
72 hodin)? (2) Jak dopadla statistickd analyza, pokud jste dala vysledky jednotlivych
opakovdni dohromady?

e Kapitola 4.1.2 IL-12: Cim si vysvétlujete, Ze produkce IL-12 byla stimulovdna a# kombinaci
LPS+IFN-g a samotnym LPS nikoliv?

e Kapitola 4.2: (1) Proc jste nékteré vysledky neprezentovala (napf. 2. odstavec kapitoly a
posledni odstavec na strané 23)? (2) Jak dopadla statistickd analyza, pokud jste dala
vysledky jednotlivych opakovdni dohromady?

V kapitole diskuze porovnava autorka své vysledky s pouhymi 10 pracemi. Celkové je diskuze

povedenad, ale na diplomovou praci velmi kratka (2,5 stranky).

e Existuje srovnatelnd prdce na dendritickych burikdch s proteiny/slinami jiného druhu
klistéte nebo jiného krevsajiciho ¢lenovce (hmyzu)?

Citovana literatura obsahuje pouhych 41 citaci, z toho 5 knih a jednu nepublikovanou praci.
Autorka Cerpala z ¢asoveé Sirokého spektra ¢lankd od roku 1948 az po ty nejnovési s vrocenim
2012. Nékteré citace nedodrzuji jednotny format, coz je zfetelné hlavné u citaci knih.

Zavér:
Prace je i pres drobné preklepy dobre zpracovand, logicky usporadana, s kvalitni grafickou
Upravou. Svym rozsahem a obsahem prace spliuje podminky kladené na diplomovou praci, a
proto ji doporucuji k obhajobé. Samotnou praci pak hodnotim stupném velmi dobfe az
dobre.
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