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Magisterska diplomova prace Bc. Jany Sirmarové zpracovava dvé dil¢i témata. V prvni ¢asti se zabyva
charakterizaci ucinkG klistécich slin na replikaci viru klistové encefalitidy (VKE) a produkci
prozanétlivych cytokinl in vivo. V druhé ¢&asti autorka sledovala vliv klistécich cystatind SialoL a
SialoL2 na genovou expresi interferon regulacnich faktorl v dendritickych burikdch. Prace svym
tematickym i metodickym zamérenim zapada do dlouholetého vyzkumného ramce Laboratore
imunologie parazitéz vedené Prof. RNDr. Janem Kopeckym, CSc.

Diplomova prace ma 45 stran a dle zvyklosti je ¢lenéna na Uvod, cile prace, material a metody,
vysledky, diskuzi, zadvér a seznam literatury. Rozsah a vzdjemny pomér jednotlivych ¢asti je pfiméreny
a odpovida narokim na magisterské diplomové prace na Pfirodovédecké fakulté JU.

Uvod ¢&itd 13 stran textu. V prvni podkapitole autorka popisuje nejdilezitéjsi vlastnosti klistécich slin,
véetné souhrnu aktudlné zndmych proteini napomahajicich klistéti pfi sdni na hostiteli a pfi obrané
proti jeho imunitnimu systému. Nasleduje podkapitola popisujici nejdulezitéjsi biologické
charakteristiky VKE, ddle je popsana role dendritickych bunék v imunitnim systému hostitele a
detailné je zpracovana pasaz tykajici se popisu signdlnich drah aktivovanych Toll-like receptory.
Posledni podkapitola je vénovana interferon regulac¢nim faktordm. Ocenuji schopnost autorky
zpracovat tato komplikovana témata do prehledné a c¢tivé formy, dale bych vyzdvihl pouzZiti
nejaktualnéjsich literarnich zdroju.

Kapitola Materidl a metody je sepsana na 6 strandch, je prehledné ¢lenéna, jednotlivé metody jsou
vysvétleny srozumitelnym zptsobem.

Vysledky predloZzené magisterské prace jsou shrnuty na 8 stranach, véetné 12 obrazkd. Autorka
nejprve testovala vliv klistécich slin na replikaci VKE v rznych organech mysi. Na obrdzcich 4.1 a 4.2
je demonstrovan zvyseny titr viru v sérech mysi, kterym byl injikovan VKE a na kterych zaroven sdla
klistata. Jedna se o zajimavé zjisténi, nicméné se domnivam, Ze vzhledem k relativné malému poctu
mysi ve skupiné (3 mysi) bude potreba potvrdit tento nalez v opakovanych experimentech na vétsim
poctu zvifat. Dale byl demonstrovan vliv klistécich slin na snizenou produkci prozanétlivych cytokint
TNFa a IFNy.

Autorka dale testovala ucinek klistécich cystatinG SialoL a SialoL2 na genovou expresi interferon
regulacnich faktort IRF4 a IRF7 v dendritickych bunkdch. Autorka prokazala zvySenou expresi genu
IRF4 u nestimulovanych dendritickych bunék po pfidani cystatinG. Tento efekt nebyl pozorovan u
bunék stimulovanych LPS. Dale byl prokazan vliv SialoL2 na snizeni exprese IRF7 v dendritickych
burikach stimulovanych LPS. Naopak nebyl prokazan signifikantni vliv cystatin(i na expresi IRF4 a IRF7
v dendritickych burikach stimulovanych ligandy Poly(l:C) a Imiquimod.




Diskuzi jsou vénovény celkem 4 strany textu. Autorka porovnava svoje vysledky s literarnimi udajii s
vysledky pochazejicimi ze Skolici laboratore. Diskuze ma vysokou odbornou uroven, k této kapitole
nemam zadné pripominky.

K diplomové praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1. Cile prace by mohly byt 1épe definované a podrobnéjsi.

2.V kapitole Material a metody neni na stranach 15 a 17 uvedeno, jaka antibiotika a antimykotika
byla pfidana do kultivacniho média.

3. Mysi byly subkutdnné injikovany davkou 200 PFU/ml VKE. Na zakladé ¢eho byla vybrana tato
davka? Je znamo, kolik virli se prenese pFi sani klistéte? Odpovida to (pfiblizné) davce pouzité k
injikaci mysi?

4. Titr VKE byl stanovovan v séru, sleziné a kuzi mysi. Pro¢ byly vybrany pravé tyto organy? Proc
nebyl stanovovan titr VKE nap¥. v mozku?

5. Str. 17. Mysi se usmrcuji cervikdlni dislokaci, nikoliv translokaci.

6. V rozpisu reakce pro reverzni transkripci na strané 18 neni uvedeno, zda autorka pouzila
"random hexamers", nebo polyT primer. Prosim o doplnéni.

7. Str. 19. U primeru a sond pro qPCR neni uvedena citace. Jedna se o primery a sondy vlastni, nebo
prevzaté z literatury?

8. Str. 19. V rozpisu reakéni smési pro gPCR neni spravné spocitana vysledna koncentrace primert a
sond.

9. Obréazek 4.3 na strané 23 je chybné oznacen jako obrazek 4.4.

10. U obrazki 4.3-4.6 chybi negativni kontroly (sérum neinfikovanych mysi). V Diskusi na strané 29
potom nelze tvrdit, Ze vlivem viru dochazi ke zvyseni hladiny cytokind.

11. V pokusech testujicich vliv cystatini na expresi IRF4 a IRF7 byly pouzity rekombinantni
cystatiny pfipravené v E. coli. Ovéfovala autorka zda jsou tyto proteiny funkcni?

12. Autorka v textu uvadi, Ze IRF4 je negativni reguldtor produkce prozanétlivych cytokind. Jak si
vysvétluje narlst exprese tohoto genu po stimulaci LPS?

13. Literdrni odkaz Francischetti a kol., 2009 je v textu uveden chybné jako Francischetti a kol., 2010.
14. Literarni odkaz Dockrell a kol., 2001 na strané 8 neni uveden v Seznamu literatury.

15. Odkazy v Seznamu literatury nejsou serazeny podle abecedy.

(Pfi ohajobé prosim o vyjadreni ke zvyraznénym pripominkdam a dotaziim.)

Zavérecné hodnoceni:

Autorka pripravila k obhajobé magisterskou praci, kterd po vsech strankach spliuje pozadavky
kladené na tento typ praci. Autorka se béhem svého magisterského studia seznamila s celou fadou
metod molekulédrni biologie a imunologie, vtomto sméru prace rovnéz splnila svij ucel. Prace prinasi
nékolik potencidlné zajimavych zjisténi, jejichz platnost bude potfeba potvrdit v opakovanych
experimentech.

PredloZzenou magisterskou praci doporucuji k obhajobé a hodnotim ji stupném 1-2. O vysledné
znamce rozhodne Ustni prezentace vysledk( a Groven odpovédi na otazky oponent(.

Ceskych Budé&jovicich 15.1.2013

Radek Sima




Posudek diplomové prace Bc. Jany Sirmarové ,Vliv klistécich slin na replikaci viru klistové encefalitidy in vivo a
vliv kli§técich cystatind na genovou expresi interferon regulacnich faktori“.

Diplomova préace byla vypracovana pod vedenim prof. Jana Kopeckého a jeji téma je dano zakotvenim ve
vyzkumném proudu zacileném na vyznamny aspekt biologie viru klistové encefalitidy: ovlivnéni virové infekce
imunomodulagnimi mechanismy artropodniho vektoru.

Préce je klasicky roz&lenéna. Uvod obsahuje souhrn velmi dobfe vybranych publikovanych znalosti, jez umozZiiuji
¢tenari orientaci ve studované oblasti. Popis provadéni pokust v kapitole Material a metody je detailni a vystizny. Cile prace
na 12 strankach pomoci 12 grafli. Autorka si zvolila dva modely. Pomoci modelu in vivo studovala jak sani klitéte (1. ricinus)
a jeho sliny ovliviiuji mnoZeni viru KE (VKE) v mySich a jaky to méa dopad cytokinovou odpovéd. Na druhém modelu
tentokréte in vitro zjistovala jak proteiny s imunosupresivni aktivitou ze slin klistéte I. scapularis SialoL a SialoL2 ovliviuji
odpovéd myeloidnich slezinnych dendritickych bunék mysi na stimulaci ligandy TLR a sice pomoci stanoveni exprese IRF 4
a 7.V pracije jasné popsano provadéni pokust v obou systémech a autorka smyslupiné vysvétlila ziskané vysledky. K této
¢asti bych méla nékolik pfipominek. Jako nazev kapitol 4.1. a 4.2. by mi pfipadalo vystizngjsi ,Vliv slin a sani klistat na
......... “. TotéZ by mélo byt uvedeno v legendé obr. 4.1. - 4.6. U pokusid na mysSich by mél byt uveden pocet jedinci ve
skupiné. U stanoveni cytokin( by méla byt udana hodnota u neinfikovanych zvirat. V diskuzi na str. 29 je uvedeno, ze
koncentrace TNF alfa byla po infekci zvySena, ale hodnoty v préci chybi. Nesignifikantni rozdily, které autorka nazyvé trend
(obr. 4.3. 2 4.6.) jsou prilis malé a nemély by se uvadét do souhrnnych vysledki. U pokusti s DC by také bylo dobfe uvést
pocet paralel v kazdém stanoveni.

Velmi se mi libilo jak jsou v kapitole Diskuze vysledky této prace interpretovany v souvislosti s vysledky z literatury;
i v navaznosti na dfiveji publikovana i nepublikovana pozorovani ziskana na témze pracovisti.

Formalni pfipominky:

Na str.23 nahofe by mél byt obr. 4.3.

Sjednotit ndzvy SialoL a L1 SialoL2 a L2

Str.31, F. 12 misto simuluje je stimuluje, coZ vyznamné méni smys| véty.
Otazky:

e Slezinné DC jste izolovali na z&kladé pritomnosti CD11c molekuly metodou podle firmy Miltényi. Testovali jste
povrchové markery vyizolované populace bunék? Molekulu CD11c exprimuji idajné i dalsi typy bunék
(granulocyty, monocyty, T buriky). Jak Ize vysvétlit i¢innost protokolu Miltényi?

e Mate zjiténo, jestli klistata nejsou pfedem infikovana virem KVE? Kdyby byla, mélo by to néjaky vyznam pro
priibéh a vysledek pokusu?

Zaver:

Predlozena diplomova prace je velmi kvalitni a dokumentuje, Ze autorka ziskala prehled o problematice a pomoci cilenych
experimentd je schopna ziskat nové znalosti, odpovidajicim zplisobem je popsat a vysvétlit. Doporuéuiji pfijmout préaci jako
podklad k obhajobé a klasifikovat jako vybornou.

RNDr. Sarka Némegkova Dr%'
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