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Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Zuzany Berankové:

Vliv klistécich slin na replikaci viru kliStové encefalitidy v mysich makrofazich.
Uloha interferonu-B a oxidu dusnatého.

Magisterska diplomova prace Bc. Zuzany Berankové se zabyva tématem imunitni
odpovédi mysich makrofagl vici infekci virem klistové encefalitidy (VKE) a jejim
pfipadnym ovlivnénim klist€cimi slinami. Konkrétné& se prace soustfedi zejména na
produkci oxidu dusnatého, aktivaci a regulaci produkce interferonu-beta (IFN-B) a jejich
vliv na infekci tfi rlznych linii mySich makrofagli a makrofagli izolovanych peritonea a
kostni dfené mysi.

Cela prace je napsana kultivovanym, dobie srozumitelnym jazykem a ¢lenéna do logicky
navazujicich celkl. Po formalni strance je prace prakticky bezchybna. Po jazykové strance
snad jedina drobnost - pouzivani slangového vyrazu ,Stipani“ pro Stépeni proteint.
Jednotlivé ¢asti prace jsou vyvazené zastoupené a autorka pouziva relevantni zdroje pro
citace a spravné je uvadi v seznamu pouzité literatury.

V uvodni €asti prace autorka na celkem 18 stranach shrnuje zakladni poznatky o VKE s
detailn€jSim popisem cyklu replikace viru v hostitelské bunce, dale popisuje ulohu
makrofagl v protivirové imunitni odpovédi, mechanizmy jejich aktivace a zapojeni do
imunitni signalizace. Zvlastni kapitoly jsou vénovany roli oxidu dusnatého, interferont typu
I a ovlivnéni hostitelského prostfedi klistécimi slinami, a to zejména ve vztahu k pfenosu
patogenu. Text je vhodné doplnén prevzatymi schématy, ktera dobre dokreslujici slozitéjsi
mechanizmy imunitni signalizace. U obrazkd 3 a 4 mi ovéem jako ,neimunologovi‘ chybélo
vysvétleni zkratek v popiskach.

Prace zahrnovala Siroké spektrum metod od rutinni kultivace nékolika rtznych kultur
makrofagl a jejich infekce dvéma kmeny VKE, pfes stanoveni titru viru pomoci plakové
titrace a proinfikovanosti bunék pomoci nepfimé imunofluorescence (IFA), po méfeni
produkce oxidu dusnatého a IFN-B. Studentka také stanovovala viabilitu bunék a jejich
apoptotickou aktivitu pomoci nékolika metod véetné meéreni na pratokovém cytometru.
Jednotlivé metody jsou dostateéné a prehledné popsany. Chybi mi jen alespon struéna
zminka o historii pasazi pouzitych kment VKE a bliz§i popis stanoveni proinfikovanosti
bunék pomoci IFA — je zde popsano barveni, ale ne jeho vyhodnoceni.
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Rovnéz kapitola vysledky je pfehledné a ucelené zpracovana. Jen postradam prezentaci
negativnich kontrol u fluorescenénich barveni a u obrazku 6A (str. 30) dokumentujiciho
replikaci VKE mi zcela chybi kfivka pro makrofagovou linii P388/D1.

V ramci diskuze autorka spravné konfrontuje ziskané vysledky s dfive publikovanymi
pracemi, i kdyZz Casto spiSe v obecné roviné a v nékterych pasazich sklouzava k
opakovani vysledkl. Diskuze je, dle mého nazoru, jedinou slabsi &asti prace. Pro
vylepSeni této c&asti bych doporucil pokusit se vice propojit vysledky jednotlivych
experimentl mezi sebou a celou diskuzi stavét z vétSiho nadhledu. Tedy nezabyvat se
dil€éimi vysledky uvedenymi v pfislusné kapitole, ale spiSe jejich vyznamem v kontextu
ostatnich faktl at jiz ziskanych v ramci této prace nebo zjisténych v literatufe. V zavéru
autorka piehledné shrnuje v nékolika bodech nejvyznamnéjsi vysledky prace.

Studentku prosim o reakce na nasledujici otazky:
Metody:

Zaujaly mne pokusy s pfidavanim klistécich slin, vtéto prosim o struény komentar
k nasledujicim otazkam:

1) LiSi se sloZeni slin nasatych a nenasatych, pfipadné infikovanych a neinfikovanych
klistat? Mohly pripadné odliSnosti ovlivnit vysledky testovani vlivu slin?

2) Je mozné néjakym ziskat zplisobem sliny od nenasatych klistat?

3) V jakém Casovém Useku zUstavaji sliny v kultufe biologicky aktivni?

Vysledky:

1) Na str. 33 uvadite, Ze u linie IC-21 bylo proinfikovano 22,7 % bunék, zatimco v ramci
testovani vlivu klistécich slin je u téZe linie u kontroly infikované stejnym kmenem o stejné
multiplicité infekce dosazeno proinfikovanosti 43,1 %. Obdobné& na str. 13 (obr. 13))
dosahuje mnozstvi produkovaného IFN-B pfes 250 pg/ml, zatimco v pokusu ovéfujicim vliv
slin dosahuje kontrola bez slin pouze néco pod 100 pg/mi.

Pfijde mi, Ze se design experimentl se slinami se neli$i od pivodnich experimentd. Cim je
tedy mozné vysvétlit rozdily v absolutnich hodnotach?

2) Jaky typ kontroly byste zvolila pro ovéreni specifity vazby sekundarni protilatky
v pfipadé nepfimé imunofluorescence? Byla né&jaka negativni kontrola provedena?
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Diskuze:

1) V diskuzi porovnavate své vysledky z aplikace klistécich slin i s vysledky praci kde byl
pouzit extrakt ze slinnych Zlaz (SGE). Jaké vyhody/nevyhody spatiujete v pouziti slin
oproti SGE? Je mozné odhadnout néjaké rozdily v jejich plisobeni?

2) Na str. 48 uvadite, Zze makrofagova linie IC-21 muze mit defekt v draze produkce IFN-B.
Jak byste tuto hypotézu ovérila?

3) Na str. 49 uvadite, Ze ,zvySena produkce IFN-B neovliviiuje replikaci VKE", zatimco na
str. 50 davate do souvislosti zvySeni titru viru s narusenim interferonové drahy. Chapu, ze
efekt interferonu neni zcela jednoznacny, ale jelikoz se jedna o jednu ze zasadnich otazek
prace, mohla byste se pokusit roli interferonu v infekci makrofagt VKE souhrnné popsat
na zakladé kombinace vysledkl z VaSich jednotlivych experimentl, pfipadné jesté
zohlednénim dalSich znamych faktl z literatury?

Studentka se s metodicky naroénym tématem (jes$té komplikovanym pouzitim nékolika
typd bunéénych kultur) a interpretaci ne zcela jednoznaénych vysledk( vyporadala vice
nez dobie a s prfehledem splnila cile prace definované v jejim Gvodu. Diplomovou praci
Zuzany Berankové praci tedy rozhodné doporuduji k obhajobé. Prozatim navrhuji praci
hodnotit stupném vyborné&, definitivni hodnoceni nechavam po prezentaci prace u
obhajoby a reakcich studentky na otazky.

V Ceskych Budé&jovicich, 16.5.2017

Mgr. Vaclav Hénig, PhD.

it T2,
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Posudek oponenta na diplomovou praci Bc. Zuzany Berankové: Vliv klistécich slin na replikaci viru
klidfové encefalitidy v my3ich makrofazich. Uloha interferonu-beta a oxidu dusnatého.

Studentka Bc. Zuzana Berankova pfedloZila k obhajobé na Katedfe medicinské biologie Pfirodovédecké fakulty
Jihoéeské univerzity v Ceskych Budéjovicich diplomovou préci, kterou vypracovala pod vedenim prof. Jana
Kopeckého a Dr. Jaroslavy Lieskovské. Cilem prace bylo charakterizovat mnozeni viru klistové encefalitidy (KE)
v mysich makrofazich, ovlivnéni replikace viru slinami klidtat a dale stanovit vliv klidtécich slin na produkci
oxidu dusnatého a IFN-B a aktivaci apoptozy u makrofagl po infekci virem KE. Téma prace je vysoce aktualni a
vychazi z dlouhodobého vyzkumného zaméfeni laboratore skolitele.

Rozsah prace je 63 stran textu a 2 strany pfiloh. Prace je tradiéné ¢lenéna na Literarni pfehled, Cile prace,
Material a metody, Vysledky, Diskusi a Zavér. Nasleduje Seznam zkratek a Seznam pouiité literatury.

Prace je psand kvalitni ¢estinou s minimem pravopisnych chyb a preklepd. Do textu se vloudilo nékolik
neobratnych & slangovych vyrazii a slovnich spojeni (napf. fatalni pfiznaky, neuroinvazivnost, vyizolovan,
promyto centrifugaci apod.), jejich mnoZstvi je ale pIné na tolerovatelné urovni.

Po odborné strance je prace vysoce kvalitni. Autorce se podafilo ziskat obdivuhodné mnoistvi originalnich
experimentalnich dat, kterd mohou pfedstavovat zaklad pro budouci odbornou publikaci. Zejména bych
vyzdvihl zji§téni tykajici se (i) odlidné miry mnoZeni viru KE v jednotlivych makrofagovych liniich, (ii) vlivu
kli§técich slin na aktivaci procesu apoptézy u infikovanych makroféagg, (iii) vlivu klistécich slin na produkci IFN-
B v infikovanych makroféazich a koneéné (iv) zvy$eni mnozeni viru nasledkem ovlivnéni interferonové drahy
specifickymi inhibitory.

K textu mam nasledujici pfipominky a dotazy, které vak nikterak nesnizuji celkové vysokou kvalitu pfedloZené
diplomové prace. Prosim o zodpovézeni zejména otazek tuéné zvyraznénych.

1. Na str. 1 autorka uvadi, e zastupci evropského subtypu viru KE se vyskytuji na vétsiné uzemi Evropy.
Je autorce znamo, v jakych jinych oblastech svéta mimo Evropu byly identifikovany kmeny viru KE
spadajici do evropského subtypu?

2. Na str. 3 autorka uvadi, e pfenos viru KE sousanim pfedstavuje nejdileiitéjsi cestu pfenosu viru
v pfirodé. Souhlasim s autorkou, Ze se jednd o duleiity zpisob pfenosu. Dalo by se viak polemizovat
o tom, zda se skute&né jedna o zplsob nejduleZit&jsi. Mohla by autorka kratce diskutovat, v éem tkvi
hlavni nedostatky, a naopak vyhody této cesty pfenosu oproti jinym zpusobum?

3. Je %koda, ¥e v ramci celého literarniho pfehledu jsou otazce vlivu kli¢técich slin na pfenos patogeni
vénovany pouhé dva odstavce. Na druhou stranu autorka rekapituluje obsahlé uéebnicové pasiie o
makrofazich, oxidu dusnatém a interferonu, které by bylo moiné vyrazné zredukovat.

4. Str. 20. Jakého stafi byly my$i vokamiiku poufiti vexperimentu? Doplfite prosim informaci o
schvaleném projektu pokusu na zvifatech v souladu s legislativou.

5. Str. 20. Je znamo, jakou pasadiovaci historii prodly kmeny viru KE pfed poutitim v popsanych
experimentech?

6. Str.21. Vzhledem k tomu, Ze byl odbér slin provadén u klidtat pochazejicich z volné pfirody, zajimalo
by mne, zda byla klidtata po odbéru slin vySetfena na pfitomnost patogenu, zejména viru KE a
spirochét Borrelia burgdorferi s.|.? Pfipadna infekce by totii mohla vést ke znaénému zkresleni

vvsledku.
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7. Kolik nezavislych 3arii slin bylo pouiZito pfi opakovéani experimenti? Jak4 je mira variability ziskanych
dat v pripadé pouiiti slin z riznych nezavislych odbéra?

8. Zjakého duvodu byla pouiita pro infekci makrofdgh multiplicita infekce rovna 4? Byly provedeny
néjaké prfedbéiné experimenty s riznymi davkami inokula?

9. Zjakého divodu byly nékteré experimenty provadény s kmenem Hypr i Neudoerfl, zatimco jiné
pouze s kmenem Hypr? Zjakého divodu byla v pfipadé testovani vlivu inhibitord interferonové
drahy na replikaci viru KE pouZito niZ$i m.o.i. neZ v jinych testech?

10. Str. 30, obr. 6: Byly rozdily analyzovany statisticky?

11. Str. 31, obr. 7. Ma autorka néjaké vysvétleni pro rozdilné vysledky prezentované na obr. 6 a 7? Na obr.
6 kmen titr kmenu Hypr v kultufe PMJ2-R dosahuje v intervalu 72 hodin téméF 8 log10 pfu/ml, zatimco
na obr. 7 je to ve stejné linii a ¢ase o téméF dva fady méné.

12. Str. 32: Zména titru v fadu 4% odpovidd spiSe béiné pipetovaci chybé ¢ standardni chybé plakové
titrace. Neprikladal bych ji tedy vétsi vyznam. Autorka uvadi, Ze pokusy byly minimalné 3x opakovany —
tedy presné kolikrat?

13. Str. 33 a pfilohy: pfiloZzené obrazky z imunofluorescenéniho znaéeni maji pomérné malou vypovidaci
hodnotu — buriky byly focené pfi velkém zvétseni, v zorném poli je tedy jen nizky pocet bunék a rozdily
mezi odetfenou a neosetfenou skupinou nejsou moc patrné. Lepsi by bylo pofidit obrazky pfi malém
zvétseni. Kolik bunék v kolika zornych poli bylo poéiténo pfi stanoveni procenta infikovanych bunék?

14, Str. 35-36, obr. 12 a 13: byly skupiny porovnany statisticky?

15. Str. 38 a jinde: autorka mluvi o opakovani pokusli — pfedstavuji prezentované grafy vysledky viech
pokusi dohromady?

16. Str. 41: Pokusila se autorka u méfeni procenta apoptotickych bunék o dvoji znaeni téZ na virovy
antigen, aby bylo mozné Fici, Ze hynou timto zplisobem primarné buriky, které jsou infikované?

17. Diskuse: u diskutovanych nepublikovanych dat by bylo vhodné specifikovat, zda se jedna o data
autorky préce. V pfipadé, Ze se jedna o data nékoho jiného, mél by byt dotyény jmenovan.

18. Které z vysledkii sama autorka poklada za zasadni a jaké daldi experimenty navrhuje pro potvrzeni
popsanych zavéra?

Zavér: Autorka jednoznaéné prokazala schopnost samostatné vyzkumné laboratorni prace, analyzy a
vyhodnoceni vysledki, prace s odbornou literaturou a tvorby odborného textu. Cile prace byly jednoznacné
spinény. V diplomové préci prezentuje fadu origindlnich experimentdlnich dat, ktera by bylo vhodné po
doplinéni nékterych daldich experimentd zpracovat do podoby publikace ve védeckém casopisu. PredloZena
diplomova prace jednoznaéné spliuje naroky kladené Pfirodovédeckou fakultou Jiho&eské univerzity v Ceskych
Budéjovicich, proto ji doporuéuji k obhajobé a navrhuiji klasifikovat stupném vyborné.

el
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oc. RNDr. Daniel RuZek, Ph.D.

V Brné dne 16. kvétna 2017




