Oponentsky posudek na bakalarskou praci Anny Palounkové

,Uloha osy PD-1/PD-L1 pfi infekci Borrelia burgdorferi u mysi“

Piedkladand bakalaiska prace sestava z reSersni a vlastni experimentalni ¢asti. Téma bakalafské
prace spada mezi problematiku indukce imunitni tolerance boreliemi, potazmo klistécimi slinami,
kterou se na katedfe medicinské biologie dlouhodobé zabyva tym doktorky Lieskovské. Autorka si
klade za cil v rederéni &asti zpracovat problematiku role kontrolnich bodd v imunitni odpovédi a ve
vlastni experimentalni praci pak vliv osy PD-1/PD-L1 na buriky imunologické synapse aktivované
boreliemi. Autorka se béhem své prace seznamila s praci v laboratofi a osvojila si zakladni metody
z imunologie.

Préce v rozsahu 41 stran mé obvyklou strukturu skladajici se z kapitol: Uvod (9 stran), Cile préce (1
strana), Material a metody (8 stran), Vysledky (10 stran), Diskuse (4 strany), Shrnuti (1 strana),
Seznam literatury a Seznam pouZitych zkratek. PouZita literatura ¢ita 54 citaci, pficem? pozitivné
hodnotim pouZiti pouze védeckych zdroju.

-Kapitola uvod

Redersni ¢ast prace je bohuzel stylisticky velmi slabd, coZ znatné stéZuje jeji srozumitelnost. Chybi mi
navaznost jednotlivych kapitol, ze kterych by bylo zfejmé, pro¢ autorka zvolila zrovna tyto informace
a jak spolu vzajemné& souviseji. Rovnéz velmi iritujici je doslovny pfeklad nékterych pasdzi z anglictiny,

ktery zap¥icifiuje $patnou vétnou skladbu a nesmysiné slovni obraty.

Jako pfiklad bych uvedla doslovné p¥enesenou formulaci ,deficit hlavovych nerva® (str 2) volila bych
spide vhodné&jsi pieklad postizeni hlavovych nervi. Stejné tak ,borrelia tissue burden” je spiSe

mnoZstvim borelii ve tkani nei tkarovou zatézi (str 4) jak uvadi autorka.

Rada informaci viak $patnym ptekladem ziskava aplné jiny charakter, napf. TLR jako takové nemaji
prozanétlivy ucinek (....“mohou prozanétlivé ucinky TLR's”... strana 3). Protein CspA a dalsi zminované
proteiny jsou exprimované na povrchu borelii, coZ opét pfeklad zcela mnéni (...“CspA je prevladajici
protein vazajici FH/FHL-1 B. burgdorferi a je produkovén b&hem sani klistat kratce po pfenosu na
hostitele, ale neni produkovan u klistat, kterd nesdla.... strany 4 a 5).

Kapitola 1.4.3. pojedndvajici o kli$técich slindch je trochu nelogicky vmezefena mezi mechanismy
kterymi se borelie jako takové vyhybaji imunitni reakci hostitele. Volila bych samostatné umisténi
této kapitoly. Zarover, jeliko? ve vlastni experimentalni praci nebyly sliny klistat pouZity, uvitala bych
u této kapitoly Gvod, kde by autorka vysvétlila, pro¢ o nich hovofi a jaky maji vztah k infikovani
hostitele boreliemi. Spojitost mezi kli$t&cimi slinami a boreliemi je zminéna pouze v dvodu kapitoly
1.2. Klinika Lymeské borelidzy. Autorka zde uvadi, Ze borelie migruji do slinnych Zlaz klistéte a spolu
se slinami se pfenaseji do dermis hostitele. JelikoZ se nachdzime v Ceskych Budé&jovicich a kromé
univerzity tu mame také Akademii véd a fadu excelentnich védci zabyvajicich se prenosem borelii,
myslim, Ze by v tomto kontextu méla byt zminéna prace doktora Radka Simy a jeho koleg, ktefi ve
svych experimentech toto dlouholeté dogma vyvratili.



Kapitoly 1.5.1. a 1.5.2. bych vyménila, aby se ¢tenaf nejdfive dozvédél o ose PD-1/ PD-L1 a pak teprve
dostal detailni popis jejiho plsobeni. Rada informaci je navic v téchto kapitolach duplicitnich.

Vzhledem k celkové koncepci prace bych rovnéz zaménila pofadi kapitol 1.5.3. a 1.5.4. o tloze
imunitnich bodd u rakoviny a infekci. Tyto kapitoly by si také zaslouZily sjednoceni ndzvd.

- Kapitola Material a metody

U experimentalnich praci je obvyklé, Ze se pidi v trpném rodé. Kapitoly 3.1. a 3.2. popisujici pouZité
my$i a borelie jsou psany spravné v tomto trpném rodé, zfejmé proto Ze jsou léty “standardizovany”
téméF u viech studentli KME. V dalSich kapitolach se autorka uchylila k méné vhodnému poutiti 1.
osoby, coZ na Ctendfe plsobi rusivé. Toto bych doporudila mit na mysli v budoucnu pfi psani
diplomové prace.

Pro Ctenare by bylo pfehlednéjsi, kdyby byly jednotlivé kapitoly nazvény dle cili, kde prvni kapitola
by bylo schéma pokusu a pak by nasledovaly podkapitoly s jednotlivymi kroky. Samotny obrazek se
schématem pokusu je velmi podafeny a myslim, Ze by mu sluselo byt na za¢atku kapitoly.

U cytokinovych ELISA testd, které jsou provadény dle manualu vyrobce a nebyly nijak modifikovany,
neni tfeba vypisovat cely postup.

Kapitola 3.9. pdsobi jakoby byla jen tak mimochodem pfidana, pfitom ve vysledcich se dozvidame, e
tyto pokusy byly defakto pilotni a na jejich zékladé autorka provadéla dal$i pokusy s pDC. Domnivam
se, Ze toto by autorka mohla zminit jiZ zde v krdtkém Gvodu. RovnéZ si myslim, 7e tyto pokusy jsou
rovnocenné pokustim s pDC a splenocyty a tato kapitola by si rovnéz zaslouZila rozdéleni do kapitol
izolace — aktivace — méreni.

V kapitole 3.4. pojednavajici o aktivaci pDC se poprvé objevuje nepfesnost, ktera se jako ¢ervend nit
tahne celym zbytkem prace. Autorka pii svych experimentech izolovala splenocyty a ty pak déle
kultivovala s plazmacytoidnimi dendritickymi burikami. Proto je formulace ,, kokultivace pDCs T
lymfocyty“, ktera se objevuje ve vSech grafech a hojné i v textu, chybna.

- Kapitola diskuse

U této kapitoly velmi citit, Ze vysledky autorky jsou originalni a nejsou témér 7adné préce, se kterymi
by sve vysledky mohla konfrontovat. Proto bych se nebdla alespori Easteéné nastinit, zda jsou
vysledky v souladu s pfedeslymi daty ziskanymi v laboratofi medicinské biologie. Rovné? existuje
publikace o indukci PD-1 a PD-L1 u klistéte Rhipicephalus microplus (Sajiki 2021), kterou by bylo
vhodné vzhledem k nedostatku relevantni literatury uvést. Velmi ocefiuji zavér diskuse navrhujici
dalsi postup.

K praci mam nékolik dotaz(:

1. Jak jsem jiz zminila, fakticky jste nepracovala s T-lymfocyty, ale se splenocyty. Jaké dal¥i imunitni
buriky jsou ve sleziné pfitomny?

2. Jaky byl procentualni vytézek pDC pfi jejich derivaci? Kontrolovali jste jejich zastoupeni p¥i kazdém
pokusu?

3. Kolik procent vSech splenocytl tvofily CD3+ buriky?



4. Cim si vysvétlujete zvySeni exprese PD-1 u CD4+ a CD8+ T lymfocytd po 2 hod inkubaci s anti PD-L1
protilatkou?

5. Jednim z cilG vasi prace je stanoveni exprese PD-1/PD-L1 u mysich bunék imunologické synapse in
vitro. Ve vysledcich v8ak méte pouze expresi PD-L1 neutrofily, potazmo PD-1 u CD4+a CD8+ T
lymfocytd. Nemadte viak expresi PD-1/ PD-L1 u pDC se kterymi pracujete. Méfila jste expresi obou
molekul na plazmacytoidnich DC? PakliZe ano tak prosim o graf, paklize ne tak prosim o vysvétleni.

6. Je znamo, Ze dendritické buriky na svém povrchu mohou exprimovat jak PD-1 tak jeho ligand PD-
L1. Myslite si, Ze ve vaSem experimentdinim designu, spolu reaguji samotné pDC pravé vazbou PD-
1/PD-L1?

Prace Anny Palounkové zaéala vznikat na jafe roku 2020, ktery byl poznamenén vypuknutim
epidemie koronaviru a s nim spojenymi restrikcemi. BohuzZel, domnivam se, Ze toto se nepfiznivé
projevilo pravé na kvalité predkladané prace. Celkové na mé prace plsobi velmi chaoticky, jakoby
sama autorka nevédéla, o éem pfesné pise. Jak sama autorka piSe, toto téma ma potencial, ktery zde
nebyl plné vyuzit. Po dikladném zvazeni se v3ak i pfes viechny vySe uvedené vyhrady a pfipominky
domnivam, ze pfedloZena prace spliiuje viechny odborné naleZitosti vyZzadované Prirodovédeckou
fakultou JU a proto doporucuji praci k obhajohé.

Znamku navrhnu na zakladé zodpovézeni poloZenych dotaz(.

V Turnové dne 16. 5. 2022 RNDr. Jana Hradiska PhD.
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