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Posudek oponenta na magisterskou diplomovou praci Bc. Barbory Hejdové

Vliv klistécich slin na Zirné buriky na urovni signalnich drah.

Sl. Hejdova se ve své praci zaméfila na aktudlni téma Gc¢inkG kliStécich slin na
hostitele a jeho imunitni systém a konkrétné na vliv na Zirné buriky. Tyto ovliviiuji prvotni
imunitni odpovéd hostitele na sani krve a jejich aktivace s naslednou aktivaci imunitniho
systému by mohla zamezit sani krve klistétem.

Prace ma obvykly rozsah a obvyklé ¢lenéni a svym rozsahem pouZitych metod a
ziskanych vysledkl bohaté napliiuje poZadavky na magisterské prace. Vysledky této prace
pfedstavuji uceleny soubor novych poznatkd, které at uZ samostatné anebo po doplnéni
mohou byt publikovatelné v odborném casopisu.

Prace obsahuje prekvapivé mdélo preklepl, coZ je u soudasnych studentl spiSe
vyjimka a velké pozitivum a je to potfebné ocenit. Ocefiuji také provedeni optimalizace u
pouZitych metod. K praci mam pak nékolik obecnych pfipominek. V ptipadé zkratek
vychdzejicich z cizojazyénych ndzvi je vhodné uvadét tyto nazvy, zkratky jsou pak
pochopitelnéjsi. U obrdzkd, prevzatych z cizojazy¢né odborné literatury, je vhodné u cCesky
psanych praci doplnit do obrazkd ceské popisky. Vhodné je také vysvétlit zkratky, které se
v téchto obrdzcich vyskytuji (napf. Obr. 1). Obvykle se také Cislované obrazky a tabulky
uvadéji v textu s velkym prvnim pismenem (Obrdzek 1, popt. Obr 1 a ne obrazek 1). Ve
kvalifika¢nich pracich bychom se pak méli vyvarovat hovorovych a slangovych vyrazi jako
napriklad ,se nakapal 1-2 ul“, ,bylo sto¢eno”, ,k dokonéeni reakce byl pouZit” apod. Pfi
uvadéni centrifugacni sily (RCF) se tato vyjadfuje obvykle jako nasobky g, napf. 160 x g.
Elektrodovy pufr pro SDS-PAG pak obsahuje 3,5 mM SDS a ne 3,5 M; koncentrace SDS se tak
v tomto pufru obvykle uvadi v procentech. Zvyklosti je také zkracovani rodového jména po
prvnim poufiti (/xodes ricinus na I. ricinus). Za zamysleni také stoji pouZivani pfebranych
slov a jejich nasledné sklorovani (array — z arraye apod.)

V diskuzi by se moina hodilo schéma s jednotlivymi drahami a s ukazkou, kde a co je
slinami aktivovéano/inhibovano.

Pak mam jesSté jednu pripominku a to k tzv. ,Bradford protein assay”. JiZz néjakou

dobu se v celém byvalém Ceskoslovensku objevuje pieklad ndzvu této metody jako metoda
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podle Bradfordové. To neni tak Gplné spravné vzhledem k tomu, Ze tato metoda byla

objevena panem Bradfordem :).

Na studentku mdm nékolik otazek:

1) Mohla byste objasnit zkratky, které se objevuji u Obrazku 1?

2) Zirné buriky tedy podstupuji apoptdézu v nepfitomnosti faktoru kmenovych bunék
(SCF, Str. 3) a v nepfitomnosti tohoto faktoru migruji z tkani pryc?

3) Str. 5:,.. medidtory, které nabiraji efektorové buriky ...“ Co je tim mysleno?

4) Str. 8: ,.. Celed Ixodidae, kterd je duleZitd i z lékafského hlediska a celed
Argasidae ...“ Celed Argasidae tedy neni vyznamna z lékaiského hlediska?

5) Str. 8: Mimo hostitele stravi klisté skuteéné jenom 90 % svého Zivota?

6) Kapitola 3.2.2, postup pfipravy bunék pro pritokovou cytometrii — mohla byste
uvést fedéni protilatek, které jste pouzivala? Kolikrat byly burfiky po znaceni
protilatkami promyvany?

7) Muzete potvrdit podminky elektroforézy a elektroblottingu? (40 mA/gel a
250 V po dobu 40-60 minut; 64 mA, 150 V po dobu 1 h 10 min)

8) Str. 39: U stimulovanych bunék je aktivita nékterych signalnich molekul nizsi nez
u nestimulovanych bunék — je takovy vysledek spravny a predpokladany?

9) Mohla byste vysvétlit rozdil ve vysledcich mezi aktivitou nestimulovanych a 5
min stimulovanych bunék u Obr. 14 a u Obr. 15?

10) Obr. 17 a 18: Lze néjak vysvétlit, Ze sliny po 30 minutach sniZuji a po 60
minutdch naopak zvySuji aktivitu ERK1/2 MAP kindzy u MC/9 a obdobné
vintervalech 10 a 30 minut u BMMC? Je moZné ovéfit pfipadné spousténi
apoptozy zirnych bunék (jak naznacujete v diskuzi s ohledem na tyto vysledky i
na vysledky u jinych ovliviiovanych molekul) vlivem klistécich slin in vivo?

11) Cim si vysvétlujete rozdil ve Vasich vysledcich a vysledcich Kopecky et al. 1999
ohledné produkce IFN-y? Je to ddno jinymi pouzitymi burikami, popf. rozdilem
mezi slinami a extraktem ze slinnych Zlaz?

12) Str. 49: Zminujete moZnost zvySeni/snizeni exprese MCP-1 vlivem slin v zévislosti

na fazi sédni. Pro¢ by bylo pro klisté vyhodné v nékteré fazi sani zvySovat a
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v nékteré fazi sniZovat expresi této signalni molekuly, jak by to napomdhalo
sani?

13)Str. 49: Zminujete mozZnost blokovédni cytokin-specifickych protilatek anti-
cytokinovymi molekulami klistécich slin v pribéhu ELISA stanoveni. Pfetrval by
komplex cytokin-anti-cytokin v prdbéhu pripravy vzorku a mohla by skutecné

vazba anti-cytokinu blokovat vazbu protilatky? Jak by se tom dalo zabréanit?

Na zdvér bych mél dvé obecnéjsi teoretické otazky.

1) Vzhledem k problémim s BMMC byste spi$ doporucovala préci s bunéénymi
liniemi anebo podle Vds ma smysl pokouset se o praci s primarnimi Zirnymi
burikami?

1) Bylo by moZné aktivovat Zirné burnky in vivo a vyuZit této aktivace pro

spusténi imunitni odpovédi hostitele proti klistatim?
Zavérem muzu konstatovat, Ze Bc. Barbora Hejdova vypracovala velmi kvalitni praci,
ktera spliiuje vSechny pozadavky kladené na magisterské diplomové prace na
Pfirodovédecké fakulté Jihoceské univerzity a pfispéla k poznatkim v oblasti vlivu klistécich

slin na hostitele a jeho imunitni systém.

Praci proto doporucuji k obhajobé a navrhuji zndmku 1 (vyborné).

V Ceskych Budéjovicich, 12. 1. 2017

RNDr. Jan Stérba,

Ustav chemie a biochemie
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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Barbory Hejdové
»Vliv klistécich slin na Zirné buriky na urovni signalnich drah”

Barbora Hejdova predklada diplomovou praci zabyvajici se interakcemi slin klistéte
Ixodes ricinus s mySimi Zirnymi burfikami. V ramci vyzkumu krev sajicich ¢lenovc jsou Zirné
buriky neboli mastocyty ponékud opomijené, prestoze prace upozornujici na jejich souvislost
s rezistenci ke klistatim jsou staré vice nez tficet let. Zaroven uz Zirné buriky nejsou vnimany
pouze jako zdroj biogennich aminu, ale vyzkum se vice zaméfuje na regulaéni funkce
mastocytl jako jsou produkce cytokini a chemokinl, prezentace antigenu a souvisejici
aktivace signalnich drah. Z téchto divodu je zvolené téma vysoce aktualni a prace si zaslouzi
maximalni pozornost.

Hned na uvod musim konstatovat, Ze po formalni a jazykové strance je prace Barbory
zfejmé nejkvalitnéjsi ze vSech, které jsem dosud oponovala. Preklepy a gramatické chyby se
v praci prakticky nevyskytuji a plynuti textu neni ruSeno neobratnym prekladem z anglictiny.
Okrajoveé lze vytknout neduisledné vysvétlovani zkratek v textu pfi jejich prvnim pouziti (napf.
LTB4 na str. 6) nebo obcasna chybéjici ¢arka pred souslovim ,a to“. Naopak musim
vyzdvihnout oddil 2.3 o vybranych signalnich molekuldch; celd kapitola pusobi dojmem, Ze
autorka to mnoiZstvi citované literatury nejenom skutecné cetla, ale v komplikované
problematice se velmi dobre zorientovala a dala informace do souvislosti.

Cile prace jsou jasné a metodika je prehledna a dostatecné podrobna, zde upozornuiji
pouze na chybnou koncentraci penicilinu ve sloZzeni médii. Koncentrace bunék v experimentu
se vzdy uvadi na 1 ml, nikoliv na 200 nebo 500 pl. Vysledky jsou pékné graficky zpracované a
uspokojivé diskutované na péti stranach. VSechna tvrzeni jsou poctivé ocitovana, pficemz
seznam pouzité literatury ¢ita témér 200 polozek.

Na autorku mam nasledujici dotazy a faktické pfipominky:
1) Str. 3, Obr. 1: V popisku obrazku se uvadi, Ze heterogenita MC v kostni dfeni je

zpGsobena mj. i pohlavim. Jaké jsou tedy rozdily v MC mezi muZi a Zenami?

2) Str. 7: V kap. 2.1.5 rozdélujete mediatory na ulozené v granulich a syntetizované de
novo. Do které skupiny podle Vas patri TNF?

3) Na str. 18 uvadite, Ze Akt3 je exprimovana prevazné v mozku Ci varlatech. Existuje
néjaka souvislost mezi expresi Akt3 a faktem, Ze zminéné organy jsou oznacovany
jako imunologicky privilegované?

4) Str. 26: Kolik bylo pfi méfeni &istoty derivovanych MC dvojité pozitivnich bunék, které
nesly znak CD117 i FceR?

5) Str. 29: K éemu slouZi Na3VO, v lyzaCnim roztoku?
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6)

7)
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Str. 32: Nerozumim formulaci ,Narust aktivity signalnich molekul oproti
nestimulované kontrole je pokladan za 100 % v kazdém jednotlivém intervalu.”
V grafech ma potom hodnotu relativni fosforylace 1,0 skupina lono (Obr. 18) nebo
skupina lono+sliny (Obr. 19) nebo Zadna z testovanych skupin (Obr. 20). Prosim o
blizsi vysvétleni téchto vypoctu.

Na str. 48 uvadite, Ze inhibice produkce IFN-y v mysich splenocytech (Kopecky et al.
1999) byla pravdépodobné zprostfedkovana upregulaci IL-10. Existuji néjaké dikazy o
vzajemné primé regulaci IL-10 a IFN-y?

Zavér: Barbora Hejdova jasné prokazala schopnost zorientovat se vodborné

literatufe a napsat odborny text, stejné jako kriticky zhodnotit ziskana data. Jeji
magisterskou diplomovou praci plné doporucuji k obhajobé, nebot spliiuje viechny
pozadavky kladené na zavérecné prace na Prirodovédecké fakulté JihoCeské univerzity
v Ceskych Budéjovicich.

Branisovska 1760

V Ceskych Budé&jovicich 5. ledna 2017 . /
RNDr. Helena Langhansova, Ph.D.
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