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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Markéty Rezkové
»Pokus o charakterizaci proteinu vazajiciho TNF-a ve slinach klistéte Ixodes ricinus”

Markéta Rezkova predklada diplomovou praci zabyvajici se interakci slin rGznych
druh( klistat s mySim TNF. Skutecnost, Ze sliny Ixodes ricinus néjakym zpGsobem sniZuji
koncentraci biologicky aktivniho TNF, byla v laboratofi prof. Kopeckého popsana pred vice
nez deseti lety. Od té doby se vyzkum v této oblasti bohuzel pfilis neposunul; i proto povazuiji
zvolené téma za adekvatni a hodné pozornosti.

PredloZzend prace ma obvyklé clenéni a priméreny rozsah. V literarnim uvodu
obsahuje veskeré relevantni informace bez zbytecnych balastnich pasazi. Cile prace jsou
jasné formulované, v této souvislosti bych osobné zvolila jiny nazev celé prace; ten stavajici
mulZe pusobit zbyteéné porazenecky. Metodika je jasna a dostatecné podrobna, ve
vysledkové ¢asti mam drobnou pripominku k designu sloupcovych grafi: Pokud se jedna o
cernobily tisk, je obvyklejsi (a prehlednéjsi) pouzit vzorkovou vypln (jako na obr. 19) spiSe nez
stupné Sedi.

PredloZena prace je psana dobrou cestinou, obsahuje minimalni mnoZstvi preklepu a
gramatickych chyb; opakované se objevuji snad jen chyby v interpunkci (¢arky uvnitf véty).
Pozlstatky anglické vétné stavby a anglické slovni zasoby se v praci témér nevyskytuji,
v tomto kontextu si dovoluji upozornit pouze na spravnou formu slova rozpustny: ,solubilni”,
nikoliv ,solubni” (str. 17) a anglicismus ,band” pfi hodnoceni western blotu. Ve vyctu
rodovych a druhovych jmen klistat staci po prvnim pouZiti rodového jména ,/xodes” psat
pouze ,.“ Nékolik drobnych pfipominek mam ke zplsobu citovani pouzité literatury. Pfedné
citace Mares et Kopacek 2008 je popularné naucny ¢lanek z ¢asopisu Vesmir a jako takovy je
nevhodny jako primarni zdroj informaci o slozkach klistécich slin. Latinska spojka ,et” neni
zkratkou, tudiz se piSe bez tecky (napf. Anderson et Valenzuela 2008). Neni zvykem v textu
uvadét nazev citované publikace (napf. na str. 20), sta¢i jméno autora a rok vydani. Pokud
povaiujete nazev prace z néjakého divodu za zasadni, doporucuji pouZit tzv. poznamku pod
¢arou. Pravidla ¢eského pravopisu (bohuZel) nafizuji prechylovani pfijmeni u Zen; pokud je
napf. citace Flynn et al. (1995) pouZita ve vété jako podmét, pak je tieba psat ,Flynnova a
kolektiv infikovali mysi...“ (str. 18).

Tolik k formalni strance. Na autorku mam nasledujici dotazy a faktické pfipominky:

1) V zavéru kapitoly 1.2 piSete o vychylené rovnovaze mezi Thl a Th2 cytokiny. Co je
znamo o pusobeni klistécich slin na ostatni subpopulace pomocnych T lymfocytl
(Th17, Th9, Treg)?

2) Str. 7: Prvok Theileria annae prenaseny klistétem [. hexagonus byl vroce 2015
reklasifikovan jako Babesia vulpes.

3) Kapitoldam 1.6 a 1.7 by prospélo souhrnné schéma zobrazujici ve zkratce
komplikované procesy vazby TNF na receptory a nasledné aktivace signalnich drah.
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Pro¢ jste pro statistickou analyzu pouZila neparovy t-test? Pokud je mi znamo,
Studentiyv t-test se doporucuje pouze pro porovnani dvou skupin. Ve Vasem pfipadé
jste vétSinou analyzovala 4 skupiny (bez slin a 3 rGzné koncentrace slin). Domnivam
se, ze vtomto pripadé je spravnéjsi pouZit jednocestnou analyzu variance dopinénou
vhodnym post-hoc testem.

PrestozZe sliny vSech testovanych zastupcu rodu Ixodes vykazovaly anti-TNF aktivitu, /.
ricinus fungoval nejlépe. Mohl podle Vas hrat roli fakt, Ze chovy I. persulcatus, |.
hexagonus a I. scapularis se z pochopitelnych diivodi obnovuji mnohem méné casto
nez chov /. ricinus? Nebyl chov zdegenerovany? V jakém stavu se vdobé Vasich
pokust nachdzely chovy ostatnich druht, u kterych jste nedetekovala zadnou anti-
TNF aktivitu?

Ad obr. 15 a 18: Domnivam se, Ze v téchto pripadech by bylo lepsi pouzit jako
pozitivni kontrolu SGE z /. ricinus, nikoliv sliny, zejména sohledem na podil
strukturnich proteint v SGE.

Uvedte priklady konkrétnich léciv zaloZzenych na blokaci/inhibici TNF pouzivanych
v klinické praxi.

Zavér: Diplomova prace Markéty Rezkové prinesla nové originalni vysledky, které jsou

podany srozumitelnym a vcelku c¢tivym zplsobem. | kdyZz nebyl TNF-vazajici protein
identifikovan, podarilo se do projektu vnést alespon trochu nového svétla. Markéta
prokazala schopnost kriticky zhodnotit ziskana data a uvést je do souvislosti. VySe zminéné
pFfipominky se tykaji spise formalni stranky predloZeného spisu a nemaji podstatny vliv na
celkovy dojem. Magisterskou diplomovou praci Markéty Rezkové doporucuji k obhajobé,
nebot splfiuje viechny poZadavky kladené na zavérecné prace na Prirodovédecké fakulté
Jihoceské univerzity v Ceskych Budéjovicich.
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Oponentsky posudek na magisterskou praci

Autorka: Be. Markéta Rezkova
Nazev prace: Pokus o charakterizaci proteinu vazajiciho TNF-a ve slinach klistéte Ixodes ricinus

Predkladana diplomova prace se zabyva studiem proteinu vazajiciho TNF-a, ktery je soucasti slin klistéte
obecného. Priace ma celkem 55 stran a je ¢lenéna na kapitoly: Uvod, Cile prace, Material a metody,
Vysledky, Diskuze, Zaveér, Piehled pouzitych zkratek, Literatura a Obrazky. V téchto oddilech autorka
popisuje a diskutuje ziskana data formou védeckého sdéleni. Autorka v ramci experimentalni prace
vyuzila fadu metod zahrnujicich odbér slin kliStat, pfipravu SGE, ELISA pro detekci cytokinu, western
blotting a dospéla k zajimavym vysledkiim. Pozitivné hodnotim zejména prikaz anti-TNF aktivity ve
slinach dalSich druhu klist'at. Ziskana data mohou slouzit jako podklad pro vznik védecké publikace.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

V praci se bohuzel ob¢as vyskytuji neobratné formulace a chyby jako napf.:
Podékovani: ...PhD., PhD ... (Ph.D.)

Obsah a str. 27: WESTERN BLOTTING ... (mala pismena)

str. 2: ... et. ... (et)

str. 5: Domnivam se, Ze v odborném textu by se nemély vyskytovat odkazy na internetove stranky typu
wikipedie (Obr. 1, 2, 3, 4 a dalsi)

str. 5: ... pFevlékani nastava ... (pfemeéna)

str. 5: ... zahy pFitom hynou ... (potom)

str. 5: Pfi lovu aktivné vy¢kava ... (hledani hostitele)

str. 6: Obr. 2 je oznacen jako Obr. 1.

str. 7: Obr. 3: Vyznaceni vyskytu klistéte na mapé neodpovida popisu v textu.
str. 13: Zivotni strategie Dermacentor reticulatus je témér idealni.

str. 14: Obr. 10: Vyznaceni vyskytu klistéte na mapé neodpovida popisu v textu.
str. 15: ... vysoce zivotaschopny a agresivni druh. (o klistéti)

str. 16: Pro uplnost bych je§té zminila, ... (nadbytec¢na véta v ivodu)

str. 20; ... death doména ... (doména smrti)

str. 24 a 25: podle Bradforda (Bradfordové)

str. 42: je mira inhibice ... relativné stejna.

str. 41 exprese MHC molekul neni v praci Konik a kol. (2006) fesena, méla by byt citovana pivodni
prace.

str. 41: Citace praci v textu se neuvadi se znénim nazvu ¢lanku.

W

Str. 5: Autorka v praci uvadi, Ze dospéli samci potravu neprijimaji. Je tomu skutecné tak?

Str. 15: Je zndmo, jaky antigen ve slinach klistéte Amblyoma americanum zpusobuje vznik alergie na
Cervené maso u lidi a k Cemu tento antigen klistéti slouZi?

Str. 16: Autorka uvddi, Ze nizkd koncentrace TNF-a vede ke kachexii. Neni tento proces spojen
s vysokou koncentraci TNF-a?

Str. 24: Jak kapka PBS zvétsi vnitini struktury klistéte? Pokud je mysileno optické zvétieni,
prepokladam, Ze pitvy se provadély pod binokuldrnim mikroskopem.
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Str. 38: Obr. 20: Vysledky imunodetekce jsou rozporuplné. I ja se pfiklanim k hypotéze, kterou autorka
pozdéji uvadi v diskuzi, ze protein o velikosti 90 kDa bude spisSe vazat protilatku. Navic predpokladana
velikost anti-TNF-a. proteinu by dle publikace Konik a spol. (2006) méla byt 23 kDa. Tato informace by
méla byt soucasti diskuze.

Str. 39. a 43: Autorka uvadi, Ze rychlost inhibice TNF je vysoka (s. 39) a pravdépodobnost obnoveni
procesu vazby pri 4°C je zanedbatelna (s. 43). Byla testovana schopnost vazby anti-TNF-a faktoru pFi

4°C? Pokud ne, tak nejsou tato tvrzeni ni¢im podlozena.

Autorka se pri vlastni experimentalni praci seznamila s celou fadou laboratornich metod. Sepsanim
predkladanée diplomové prace prokazala schopnost samostatné prace s védeckou literaturou.

Praci doporucuji k obhajobé a hodnotim ji stupném velmi dobre.

V Brné 15.5.2017 RNDr. Jifi Salat, Ph.D.
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