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PredloZena diplomova prace Bc. Anny Kovarikové identifikuje a popisuje proces apoptozy a
autofagie v dendritickych bunkach infikovanych virem klistové encefalitidy (dale jen TBEV) a
efekt pfitomnosti klidtécich slin na tyto procesy. Dendritické buriky jsou jedny z prvnich
hostitelskych bunék, se kterymi TBEV po nasati klistéte interaguje a reakce téchto bunék na
infekci TBEV je tak soucasti zatim malo prozkoumané rané faze infekce TBEV.

Prace je psana v celkovém rozsahu padesati osmi stran a rozsah jednotlivych kapitol
odpovida formalnim pozadavk{im na diplomovou praci.

Uvodni ¢ast je rozepsana na patnacti strankach a poskytuje veskeré informace potrebné k
pochopeni motivace a cilG prace a také svédc¢i o autorciné schopnosti a potfebnych
znalostech pro zpracovani takto odborné studie. Uvodni kapitola stru¢né popisuje biologii
vektora TBEV, klisté Ixodes ricinus a zaméfuje se na popis klistécich slin a jejich roli pfi
infekci hostitele TBEV. Dalsi ¢asti Gvodu zevrubné popisuji onemocnéni klistovou
encefalitidu, jejiho pavodce TBEV a jeho Zivotni cyklus. Dalsi ¢asti ivodu pak detailné
popisuji mechanismy imunitni odpovédi hostitele na infekci TBEV a dopodrobna vysvétluji
mechanismus apoptdzy a autofagie a dosavadni poznatky, které popisuji reakci téchto drah
na infekci TBEV a pfibuznymi flaviviry. Zavérecné odstavce Gvodu jsou vénovany popisu
dvou typl dendritickych bunék, Langerhansovych (LC) a Plazmacytoidnich dendritickych
bunék (pDC) a jejich chovani po interakci s flaviviry a s klistécimi slinami.

Cile prace jsou formulovany jasné a srozumitelné v péti bodech. Kapitola Materialy a
Metody obsahuje popis pouzitych organismu a jejich pfipravu pro nasledné experimenty,
jejichz Siroka skala a provedeni jsou také dale podrobné popsany v sekci metody, celkem na
dvanacti strankach.

Kapitola vysledky je rozepsana na tfinacti strankach a poskytuje podrobny popis viech
dosaZenych vysledk( v prubéhu projektu.

“Kapitola diskuze je rozvedena na péti strankach a porovnava ziskané vysledky s existujicimi
studiemi zabyvajicimi se podobnou problematikou a diskutuje rozpory v porovnani s
existujicimi nebo ocekavanymi vysledky.

K praci mam nasledujici pfipominky:
Pfipominky a dotazy ke kapitole Uvod

1) Nazev prace naznacuje, Ze se autorka zabyva pouze popisem apoptdzy a autofagie v
dendritickych bunkach v reakci na infekci TBEV. Vétsina vysledk( se ale také zabyva
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vlivem klistécich slin na tyto procesy. Domnivam, se, Ze by tato skute¢nost méla byt
reflektovana v nazvu prace.

Pripominky a dotazy ke kapitole Materialy a Metody:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

V kapitole 3.1.1 by podle mého nazoru méla byt pfitomna i informace, Ze zafizeni, ve
kterém jsou mysi chovany, ma ke své Cinnosti a k nasledujicim experimentim k
dispozici také patfi¢né povoleni podlozené potfebnou akreditaci a to i kdyZ je mys
urena pouze k usmrceni s naslednou extrakci tkané, na coZ neni treba doloZit
projekt pokusu. Dale byva zvykem uvadét ze pokusy byly provadény v souladu se
zdkonem na ochranu zvifat a se souhlasem Odborné komise pro zajistovani dobrych
Zivotnich podminek pokusnych zvifat PfF JU. Nejsem si jista, do jaké miry je tuto
informaci nutné uvadét v kvalifikacni praci, nicméné v odborné publikaci je uvadéni
téchto informaci povinné.

V kapitole 3.1.2 “Klistéci sliny" pisete, Ze klistata nepochazi z klistéciho chovi nybrz
Ze byla sesbirana ve volné pfirodé. U klistat ziskanych z volné pfirody Ize jen tézko
zajistit jejich patogenui-prosty stav, ktery je pro ziskani nezkreslenych a
porovnatelnych vysledkd, neovlivnénych jiz predem existujici infekci, zasadni. Tento
problém je zpravidla feSen tak, Ze je prvni generace klistat presunuta do klistéciho
chovu a k experimentu je pouzita az jejich druha generace, ktera je jiz 100% prosta
bakterii rodu Borelia a ve vysokém procentu je také TBEV-prosta. Zajimalo by mé,
zda jste brali tuto skutecnost v potaz pfi navrhovani experimentu sbéru klistécich
slin, kde u klistat sesbiranych z volné pfrirody, je velkd pravdépodobnost, Ze ziskané
sliny mohou obsahovat jak bakterie rodu Borrelia tak i TBEV a proteinovy profil
téchto slin tak m{ze byt zkreslen v reakci na oba pritomné patogeny? Domnivam se,
Ze by tato Uvaha méla figurovat jak v této kapitole, tak v kapitole Diskuze.

V kapitole 3.1.3 “Bunky” je uvedeno Ze plakova titrace byla provedena za pouzZiti PS
nebo A549 bunék. Pro¢ byly pouzity dva druhy bunék a je si autorka jista, Ze
vysledky s pouzitim obou typd bunék jsou porovnatelné?

V kapitole 3.1.4 “Virus“ popisujete pouziti dvou forem TBEV kmene Hypr, kdy jeden
z nich je “wild-type" a druhy je kmen geneticky modifikovany viloZenim cerveného
fluorescen¢niho proteinu mCherry. V popisu tohoto kmene ale zcela chybi
charakterizace této modifikované formy viry, tj. do kterého mista genomu bylo
fluorescencni barvivo vlozeno, zda tato modifikace ma nebo nema vliv na infektivitu
nebo viabilitu této modifikované formy, ad. V pfipadé, Ze je toto popsano v existujici
publikaci, postradam zde tedy referenci k této publikaci.

V kapitole 3.2.3 “Sortovani bunék" chybi popis promyti a naznaéeni bunék pied
vlastnim sortovanim. Pokud autorka neciti potfebu tyto postupy podrobné popisovat,
hodi se alespon odkaz na publikaci, kde jsou tyto metody popsany.

Ve stejné kapitole, tj. 3.2.3 “Sortovani bunék” je popsano pouziti dvou typ( protilatek
lisSicich se pfitomnosti Cy5 fluoroforu, MHC |l anti-mouse PE-Cy5 a MHC II anti-
mouse PE. V popisu metody bych uvitala motivaci pro pouziti obou typ( protilatek,
vzhledem k tomu, Ze jsem tuto informaci nenasla ani v kapitole vysledky nebo
diskuze.

V kapitole 3.2.4 “Inkubace se slinami a infekce bunék” je uvedeno, cituji: ,Sliny byly k
bunkam pridany ve vysledné koncentraci 10 pg/ml.“ Zajimalo by mé, jak probiha
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vazeni ziskanych slin s ohledem na jejich minimalni mnozZstvi, protoze takto presnych
vysledk( Ize docilit pouze s pouzitim ultra pfesnych citlivych vah. V pfipadé ze se ale
napfiklad jednalo o objem slin a ne o hmotnost, jsou jednotky uvedeny 3patné a
objem by mé&l byt uveden napi. v pl slin/ul fediciho pufru. Dale je mozné, e se jedna
o jednotku uvadegjici obsah proteint ve slindch. Tato skutecnost by ale méla byt v
metodice spravné popsana, tj. uvadét mnoZstvi slin jako prepocet na mnozstvi
obsazenych protein( ve slindch a nikoliv uvadét “koncentrace slin“ protoZe takovyto
termin je nespravny a zavadéjici. Pokud se skute¢né jednd o hodnotu obsahu
protein ve slinach, chybi v popisu zp(isob, jakym byla tato koncentrace méfena.

V kapitole 3.2.4 “Inkubace se slinami a infekce bun&k® je uvedeno Ze inkubace se
slinami a infekce bunék probihala na panelu nebo v mikrozkumavkach. V popisu ale
opét chybi motivace pro pouZiti obou typ(i nadob. Tato informace je predevsim
dilezitad proto, Ze experimenty pfi pouziti obou typl téchto nadob mohou byt
neporovnatelné, napfiklad proto, Ze promyvani a sbér bunék probihaji u obou nadob
odlidné a mohou vznikat procentuainé odlidné ztraty materialu.

V kapitole 3.2.4 “Inkubace se slinami a infekce bunék“ také chybi popis kontrolniho
média. Pro zajisténi reproducibility vysledk( bych ocekavala, Ze soudasti kontrolniho
media je také suspenze vero buiky neinfikovanych TBEV (tzv. “mock“ nebo slepy
vzorek), aby tak mohl byt “odelten” efekt pFitomnosti vero bunék, které byli
pouzitych ke kultivaci TBEV a nasledné pripravé virové suspenze pro infekci
sledovanych bunék.

10)V kapitole 3.2.4 “Inkubace se slinami a infekce buné&k“ je uvedeno e do

odpovidajicich jamek byl pfidan Hypr v mnozstvi 5 MOl a v pfipadé Langerhansovych
bunék v mnozstvi 10 MOI. Zajimalo by mé&, co se nachdzelo v “odpovidajicich
jamkach® a pro¢ jsou odpovidajici jamky dany do kontrastu s jamkami obsahujicimi
Langerhansovi buriky. Dale by mé zajimalo, zda byl tento experiment proveden také
u pDC bunék? Dale mi neni jasné pro¢ byly pouzZity dvé r{izné koncentrace viru TBEV
pro infekci sledovanych bunék, ti. 5 a 10 MOI? M4 pro pouZiti téchto hodnot
koncentraci autorka néjaké vysvétleni, napt. ve formé reference na existuijici publikaci
a nebo si tyto hodnoty autorka pouze “tipla“? Pokud existuje publikace, ve které bylo
pouZiti téchto koncentraci zdlvodnéno, bylo by vhodné uvést v textu referenci k této
publikaci.

11)V kapitole 3.2.4 “Inkubace se slinami a infekce bun&k“ je popsano, 7e infekce

probihala bud' na panelu nebo ve zkumavkach coz mélo vliv na nasledné nepromyti,
resp. promyti vzorku od volnych virovych &astic. Je si autorka jista, Ze jsou takto
ziskané vysledky porovnatelné? Pro¢ nebyly viechny experimenty provedeny v
jednom typu nadob tak aby bylo mozné ziskat co nejvice porovnatelné vysledky?
Tato otazka Uzce souvisi s otazkou €. 8).

12)V kapitole 3.2.5 “Pfiprava lyzatd“ je uvedeno, Ze po zlyzovani a stoceni bunék byl

odebran supernatant, ¢imz byl lyzat zbaven DNA a zbytk(i membran. Je si autorka
skute€né jista Ze se zbavila veskeré “DNA‘ a zbytkG membran? Znamena to, Je
napfiklad RNA a jiné bunééné polymery i dal$i molekuly v lyzatu zdstaly?

13) V kapitole “Western blot" je popséana pfiprava roztoku obsahujiciho 5% odtu¢néného

mléka v TBS s 0,1% Tweenem. V nasledujicim textu pak autorka dale operuje pouze s
terminem “mléko", napt. pro fedéni primarnich protilatek. Referuje autorka k roztoku,
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ktery popisuji vy$e? Pokud ano, mélo by byt toto uvedeno v zavorce za popisem
slozeni zmin€ného roztoku, tj. 5% odtuénéného mléka v TBS s 0,1% Tweenem (dale
jen miéko). V podobég, v jaké je postup popsan nyni by &tenaf laik pro Fedéni
protilatky nejspide pouzil polotuéné trvanlivé miéko ze supermarketu.

14) V kapitole 3.2.8 “Plakova titrace" je uvedeno, Ze v uréenych ¢asovych intervalech byl

panel zabalen do parafilmu a uskladnén v mrazaku pfi -70°C a nebo bylo odebrino
médium a zamrazeno, zatimco buriky byly pouZity k jinému G¢elu. V momenté kdy
jsou bunky v médiu zamrazeny tyto buriky vlivem mrazu popraskaji a pri nasledném
rozmrazeni se jejich obsah vylije do pfitomného média a vznikne tak v podstaté
bunécny lyzat, zatimco samotné zamrazené médium prakticky 7adné bunééné
komponenty neobsahuje. Je si autorka jista, Ze takovy postup zajisti reproducibilni a
porovnatelné vysledky?

V kapitole Vysledky mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1y

2)

3)

4)

5)

V Kapitole 4.1.1 "Vliv klistécich slin na replikaci TBEV v LC" je uvedeno Ze k infekci
TBEV kmenem Hypr o koncentraci 10 MOI byly pouzity sortované Langerhansovi
buriky u nichZ byla koncentrace viru metodou plakové titrace provedena pomoci PS
bunék, zatimco k infekci ¢ervené znac¢enym kmenem Hypr o koncentraci 5 MOI byly
pouzity nesortované Langerhansovi buriky u niZch? byla koncetrace viru uréena
plakovou titraci pomoci A549 bunék. Co autorku vedlo k pouziti kombinaci té&chto
parametr(i (tj. sortované vs. nesortované burky, riiznd koncentrace viru, réizné typy
TBEV kmenu Hypr a rizné buriky pouZité k uréeni koncentrace viru metodou plakové
titrace )?

S tim souvisi moje nasledujici otazka. K &emu byl pouZit fluorescenéné znaceny kmen
Hypr? Ve vysedcich ani v diskuzi jsem nikde nenasla metodu ani vysledky, pro které
by bylo fluorescen¢ni znaceni tohoto viru vyuZito.

V Kapitole 4.1.1 “Vliv klistécich slin na replikaci TBEV v LC" je vliv kligt&cich slin na
replikaci TBEV v LC proveden za pomoci dvou typi TBEV kmene Hypr. Nicméné, u
“wild-type“ typu kmene Hypr byl tento vliv pozorovan jen po dobu 24 a 48h, zatimco
u fluorescencné znaceného typu kmene Hypr byl tento vliv pozorovan v casovych
intervalech 24, 48 a 72h. Jaka byla autor&ina motivace ke zvoleni rozdilného poctu
Casovych interval(i u téchto dvou experiment(i? Obdobny nesoulad je vidét v kapitole
4.2.1, kdy byl vliv klistécich slin na replikaci viru sledovan u pDC také sledovan v
intervalech 24, 48 a 72h zatimco u obdobného experimentu s Langerhansovymi
burikami byly sledovany jen intervaly 24 a 48h, jak uvadim vy3e.

V kapitole 4.1.2 “Vliv klistécich slin na proces autofagie ve virem infikovanych LC*
autorka popisuje vysledky tykajici se obrazku 9 a v prvnim odstavci napi hovofi o
“spodnim bendu®, nicméné reference na tento obrizek se nachazi a7 v nasledujicim
odstavci. Toto je dost matouci a reference na obrazek by se méla nachazet pred
popisem vysledk( tykajici se tohoto obrazku.

V kapitole 4.1.2 “Vliv klistécich slin na proces autofagie ve virem infikovanych LC*
prezentuje autorka na obrazku 9. prezentuje kontrolu s pFitomnosti slin jen v 3-
hodinovém intervalu, zatimco ve 24-hodinovém intervalu tato kontrola chybi. Ma pro
to autorka né&jaké oddvodnéni? Stejny problém se nachazi v kapitole 4.1.3 na obrazku
10.
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ProC nebyla analyza popsana v kapitole 4.2.2 “Vliv klidtécich slin na prezivani bunék
ve virem infikovanych pDC" provedena také u Langerhansovych bunék?

V kapitole 4.2.2 “Vliv klistécich slin na prezivani bunék ve virem infikovanych pDC" je
sledovan Casovy interval po 16h. Pro¢ autorka zvolila pravé tento casovy interval a
ne napfiklad 24h, jako je tomu u ostatnich experiment(i v této praci?

Kapitola 4.2.3 “Vliv klistécich slin na proces apoptézy ve virem infikovanych pDC"
Pro¢ byli v experimentu pouzity duplikity? Pro¢ nebyla v experimentu pouzita
fluorescecni barva eFluor80, kterd je uvedena v metodach? Pro¢ byly k experimentu
zvoleny Casové intervaly 21, 45 a 69 a ne 24, 48 a 72h, jako u ostatnich
experimentd?

Kapitola 4.2.3 “Vliv klistécich slin na proces apoptdzy ve virem infikovanych pDC" U
popisu vysledkd uvedenych na obrazku 18. by bylo vhodné podrobnéji popsat
parametry, popisujici histogramy a dale véfim Ze je vhodné uvést napiiklad pocet
analyzovanych bunék konkrétnimi hodnotami v textu a nenechat ¢tenife hadat z
histogramu, kolik bunék bylo pro kazdy experiment zanalyzovano. Mdze autorka
uvest, kolik bunék bylo pro kaZzdou ze viech &tyF situaci (t]. buriky neinfikované -
infikované Hyprem - se slinami - infikované Hyprem za pfitomnosti  slin)
zanalyzovano?

V kapitole Diskuze mam nasledujici pfipominky a dotazy:
Kapitola diskuze je pomérné vydarenou ¢asti celé prace, nicméné chybi mi v ni zamysleni
nad nasledujicimi fakty:

1y

2)

V kapitole 3.2.2 “Nasazeni a kultivace bunék" je uvedeno, ze pDC jsou smésnou
populaci bunék a tento fakt by bylo vhodné diskutovat v souvislosti s vysledky
ziskanymi v experimentech, kde byly tyto burky pouzity. Mohla by autorka pfi
obhajobé mozné efekty smésné populace na ziskané vysledky pfi obhajobé
prodiskutovat?

V kapitole Diskuze postraddm zamysleni nad pouzitim fluorescenéné znaceného
kmene Hypr viru TBEV.

Obecné pfipominky

1)

2)

| kdyZ predpokladam, Ze vétsina budoucich odbornych textd psané autorkou této
prace budou v angli¢ting, pfesto bych radda upozornila na nékteré anglikanismy a
laboratorni Zargon, které do oficidlni odborné éesky psané publikace nepatii, uvadim
jen nékteré vybrané priklady:

str. 24 “spotim”

str. 42 “konfirmace®, “upregulace”

str. 43 “sundavaly”

Dale bych chtéla upozornit na spravny zplisob zavadéni zkratek, ktery v této praci
chybi. Je konvenci, Ze pfi prvnim pouziti zkratky tuto zkratku takzvané zavedeme.
Napriklad na strané 25 je uvedena zkratka CMC. Spravny postup pro zavedeni
zkratky by bylo uvést piny nazev a do zavorky pak uvést zkratku, ktera bude a# do
konce textu konzistentné pouzivana, tj. Karboxymethylceluléza (CMC). Problém v
konzistenci pfi pouZivani zkratek lze ilustrovat v kapitole Diskuze na str 44, kde
autorka pIné rozepisuje plazmacytoidni dendritické buiiky, ackoliv v celém predeslém
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textu operuje se zkratkou pDC. Problém se zavadénim a konzistentnim pouzZivanim
zkratek Ize najit nescetnékrat v celém textu, ale zde uvadim jen tyto dva priklady pro
ilustraci.

Popis viech obrazkd v celé praci je naprosto nedostate¢ny. Popis kazdého obrazku by
mél byt sebe-vysvétlujici, tj. ctenaf by mél ze samotného popisu obrazku pochopit,
co na obrazku vidi. Ve popiscich obrazkd v této prace chybi popis procesu/metody,
ktera dala obrazku vzniknout, popis vysledkd, které na obrazcich vidime i zkratek,
které byly v obrazku pouzity. Jako pfiklad uvadim obrazek 9. Vliv virové infekce a
klidtécich slin na relativni expresi proteinu LC3-1l v LC. K &emu jsou vztaZeny hodnoty
v grafu, kdyZ se jednd o relativni expresi? Na co upozorfiuje Sipka v horni ¢asti
obrazku? Co za vysledek vidime v horni ¢asti obrazku? Co znamena 3 hodiny a 24
hodin?

Vyse uvedené pripominky, které mam k predkladané praci se tykaji z valné c&asti
metodickych pochybeni, které zplsobuji, Ze jsou ziskané vysledky t&Zko porovnatelné a
interpretace vysledkd je tak velice obtizna a tézko reprodukovatelna. Téma projektu je ale
velice zajimavé a 3kala pouzitych metod je chvélihodna. Jisté by bylo vhodné experimenty
zopakovat a peclivé naplanovat a ziskat tak porovnatelné, statisticky podporené a
publikovatelné vysledky.

Navic ocenuji schopnost autorky kriticky se zamyslet nad svymi vysledky v kapitole diskuze.
Predkladand diplomova prace i pfes vyse zminéné nedostatky spliiuje pozadavky kladené
Prirodovédeckou fakultou JU, a proto ji doporuéuji k obhajobé.

V Ceskych Budéjovicich dne 20. 5. 2021

RNDr. Pavlina Véchtova, Ph.D.



