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POSUDEK DIPLOMOVE PRACE

Vliv klidtécich slin na vyvoi zanétu indukovaného boreliemi v ki3i mysi

PredloZend prace obsahuje 41 stran textu a cituje 145 literarnich zdroji.

Diplomovd prace Bc. Terezy §tajnerové je zamérfena na imunocytologickou detekci
neutrofilnich granulocytd a makrofagh v kazi mysi, u niz byl indukovén zanét injikaci média
obsahuijiciho spirochétu Borrelia afzelii, a studium vlivu klidtécich slin na vyvoj zénétu z hlediska
mnoistvi neutrofild a makrofagl v zanétlivé tkani. Vedle vyzkumného cile, bylo dalsim cilem prace
zvladnout histologické a imunohistochemické metody. Je Skoda, Ze v praci chybi Gvod, ktery by na
zatatku vysvétlil, pro¢ si autorka takové cile uréila, jaky je vyznam jeji studie a zjisfovani mnozstvi
neutrofili a makrofagd. Pro¢ nebyla v zanétlivé tkani zjigtovana pfitomnost a porovnavano mnozstvi
dal3fch imunitnich bunék jako jsou nap¥. lymfocyty?

Literarni rederse je obsahla, po obsahové strance zpracovana precizné a poskytuje piehledné

informace tykajici se vzniku a prabéhu zané&tlivé reakce s piihiédnutim k roli neutrofilnich granulocytd
a makrofagl. V druhé &asti literdrniho piehledu se autorka zabyva charakteristikou slin kiidtéte a jejich
plisobenim na buriky imunitniho systému hostitelského organismu.
Metody vyzkumné prace jsou popsany struéné, ale jasn& a srozumitelné. Autorka véak mohla piesnéji
popsat zplsob zjistovani po&tu imunopozitivnich bunék v programu Image J (v textu uvedeno, Ze
~polet byl zjistén manuainim poéitdnim bunék v programu Image J“) a popsat jednotlivé skupiny
vzork, které byly podrobeny imunocytochemickému Setfeni.

Zatimco kapitoly Literarni piehled a Diskuse jsou obsshlé, v kapitole Vysledky jsou autoréina
Zjisténi popsdna velmi struéné. Vysledky jsou koncipovany spiSe jako obrazovy atlas s kratkymi texty
(jednotlivé podkapitoly) s odkazy na fotografie. Bylo by vhodné;jsi, kdyby Bc. Tereza Stajnerova vysledky
obrazovych analyz uvedla v souvislém textu, nejen v radmci legendy pod obrazkem. Fotografie
prezentované v prdci jsou vak zdafilé a ukazuji vysledky, které zvolené imunohistologické metody
pfinesly. Autorce se podafilo dokumentovat pfitomnost makrofagll a netrofill v misté zanétu v kasi
mysi a pozorovat rozdily v lokalizaci a po¢tu téchto imunitnich bunék ve vzorcich tkdné ovlivnéné
boreliemi a tkdné ovlivnéné soucasné boreliemi a kli§técimi slinami. Pokles poctu makrofagl i poétu
neutrofilnich granulocyt(, ke kterému doglo v ptipadech injikace Borelia afzelii spolu se slinami kliététe
byl dokumentovdn té? statistickym vyhodnocenim.

Autorka prace zvladla ndroéné histologické a imunocytochemické metody na velmi dobré
Urovni, rovnéz samostatnou praci a analyzu na konfokalnim mikroskopu. Autorka viak v textu

pfedioZené prace nevyutila veskery potencial odvedené laboratorni &nnosti a ziskanych vysledkd. Bc.



Tereza Stajnerové musela testovat nékolik primarnich protildtek, coZ zahrnovalo zpracovani velkého
mnoistvi vzork( a jejich analyzovani. S pfihlédnutim k této skuteénosti, kterad neni v préci uvedena,
ocefuji autorginu dovednost, kterou prokézala pfi pfipravé vzork( a éasovou naroénost pfi testovani

vhodnych protilatek (tato skutecnost je rovnéZ zahrnuta do zévére&ného hodnoceni prace).

Formalini strénka
Formadlni ¢lenéni prace je logicky uspofadané, chybi viak Givod. Pfevzaté informace jsouv

textu fadné vyznaleny a spravné citovany. Grafické zpracovani ma dobrou droves. Pravopisné a
stylisticky je text na potfebné Grovni, pfeklepy a gramatické chyby se objevuji v malé mife (napf.
fasicie” misto ,fascie” na str. 8, , pfistati klistéte” misto , pfisati klist&te” na str. 13, , autofi uvadi”
misto ,,uvadéji” na str. 14,16.)

Pfipominky a otézky

Uvedte, jak jste postupovala pii poéitédni bunék s pozitivnim signdlem v programu Image J.

Misto , bylo spocitano 27 étvercl”, uvést , bylo vyhodnoceno 27 &tvercir”.

Z které &asti téla pokusné mys3i byl odebréan vzorek kaze?

Vysvétlete, proc jste poutila sekundarni protildtku Goat anti —Rat IgG (H+L) Cross —Adsorbed, Alexa
Fluor 647?

Pro nebyly testovany vzorky z vice pokusnych jedincii?

Na zékladé Ceho jste identifikovala imunitni buriky v kiiZi mysi oznaéené na obr. 56a7?

Zavér

Bc. Tereza Stajnerové splnila cile uvedené v predloZené praci (nemohla jsem ovéfit a porovnat s cili
zadané 3kolitelem, zadani diplomové prace nebylo uvedeno v IS STAG). Autorka préce ukdzala na
zakladé adekvdtné zvolenych vyzkumnych metod, e v misté zénétu vyvolaném boreliemi, doslo

v pfitomnosti klitécich slin k vyznamnému poklesu boétu infiltrovanych neutrofili a makrofagu.

K potvrzeni protizanétlivych ucinku slin klitéte Ixodes ricinus, které by se projevily redukci poétu
imunitnich bunék v misté 2anétu vyvolaného injikaci Borrelia afzelii, by bylo potfeba analyzovat dalsi

vzorky tkani z rGznych jedincd.
PfedloZend diplomovs price spliiuje pofadavky kladené na diplomové price
na Pfirodovédecké fakult& JU, a proto ji doporuéuji k obhajobé.
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Oponentsky posudek na magisterskou praci Bc. Terezy Stajnerové
»Vliv kliStécich slin na vyvoj zanétu indukovaného boreliemi v kiizi mysi“

V praci autorka fesi problematiku vlivu klitécich slin na vyvoj zanétu v mysi kizi indukovaného
pritomnosti spirochét Borrelia afzelii. Autorka si béhem prace osvojila imunohistochemické metody,
kde vyzkouSela riizné druhy fixazi, naucila se ze ziskané mysi tkané pfipravit histologické fezy, a ty
nadale zpracovat pro mikroskopické vyhodnoceni.

Prace je pfehledna, s minimem preklepli. Ma 55 stran a je ¢lenéna na nékolik kapitol (literarni
ptehled, cile prace, materidl a metody, vysledky, diskuze, zavér, seznam zkratek a literatura). Autorka
splnila vytyc¢ené cile prace a vysledky sepsala a diskutuje s mnozstvim literarnich zdroju.

U jednotlivych kapitol mam tyto pfipominky a otazky:

Literarni piehled je celkem rozsahly, ale je &tivy, pfehledny a srozumitelny. Mam jen tuto
piipominku: Autorka piSe, Ze slinné zlazy jsou umistény v Gstni oblasti klistéte (kapitola 1.3, str. 12).
Jak autorka pfisla na pojem ,,ustni oblast“? Mize doplnit citaci?

Védeckym standardem je, ze pokud se v textu pouzije latinsky nazev napt. Ixodes scapularis,
Borrelia afzelii aj. tento nazev se cely napiSe pouze poprvé, kdy je v textu zminén, poté se pise jiz
zkracené I scapularis, B. afzelii.

Kapitola material a metody je pomérné piehledné napsana, ale mam zde nékolik dopliiujicich

dotazii:

1) Autorka v praci pouZila spirochéty B. afzelii (kapitola 3.2, str. 20). O jaky kmen se piesné
jednalo? '

2) Autorka v pilotnich experimentech pro fixaci mysi tkané pouzila nékolik druhd fixazi. Jaka
fixaz byla nakonec pouzita pro fixaci mysi tkané ve finalnich experimentech? Byly vzorky ze
vSech experimentalnich skupin fixovany stejné? Dale mi chybi podrobnéjsi popis pfi pfipravé
histologickych vzorku (kapitola 3.4, str. 21). Autorka detailn€ popisuje, jaké chemikalie byly
pouzity, ale chybi mi zde jednotlivé casové intervaly béhem odvodiiovani vzorkii, pfi jejich
odparafinovani a rehydrataci.

3) V experimentech bylo pouZzito pét C57BIl mysi, které byly rozdéleny do tfech skupin (2-2-1),
Kazda zmys$i ve skupin€ byla pouZita pro pokus v jiném Casovém intervalu. Timto tedy
autorka ziskala 1 my$ na 1 pokusnou skupinu. Pro¢ nebyly na skupinu pouzity nejméné tfi
mysSi, aby autorka ziskala presnéjsi a 1épe publikovatelné vysledky?

4) V kapitole 3.8 autorka popisuje indukci zanétu. Vznikd zanét pouze v misté€ vpichu nebo i v
okolni oblasti? Byl vzdy vzorek kiiZze odebran ze stejné oblasti u jednotlivych mysi? V pfipade,
Ze byl vzorek tkané odebiran z mista vpichu, jak bylo toto misto oznadeno, aby byla odebrana
,,spravna“ oblast kiize 4 nebo 72 hodin po indukci zanétu?

Vysledky jsou na diplomovou praci pomérné stru¢né. Na histologickych fezech je popsan rozdil
v zanétlivé odpovédi mysi po vpichu samotnych B. afzelii nebo B. afzelii spole¢né se slinami kliStéte
Ixodes ricinus. | zde mam na autorku nékolik dotazii:



1) Na obrazku 5 je zobrazen fez mysi kuzi s indukovanym zanétem 72 hodin po vpichu B. afzelii
a klistécich slin. Pro¢ neni pro lepsi porovnani ukazan i fez ze stejného asového intervalu po
intradermalni injikaci samotnych borélii a BSK-H media?

2) V kapitole 4.2 jsou na histologickych preparatech detekovany efektorové buriky - neutrofily a
makrofagy v mys$i ktzi pomoci specifickych fluorescen¢nich protilatek. Na fezech bez
pozitivniho signalu = kontrola (obr. 8D, 9D) se na snimcich mySich tkani neda orientovat.
Pro¢ autorka nedobarvila jadra bun€k napt. pomoci DAPI nebo nepofidila snimek fezi pod
Nomarského diferencialnim kontrastem pro snazsi orientaci?

3) Na obr. 9 autorka ukazuje imunolokalizaci neutrofili v mysi kizi 4 hodiny po indukci zanétu.
Rovnéz zde ukazuje kontrolni vzorek po vpichu samotného BSK-H media (9D). Dle mého
autorka nemohla hodnotit mnozstvi neutrofilti v tkdni 4 hodiny po vpichu BSK-H media,
nebot’ méla jedinou kontrolni mys a z té ziskala vzorky az 72 hodin po indukci zanétu. Co je
tedy vzorek zobrazeny na obrazku 9D?

4) V kapitole 4.3 je statisticky vyhodnoceno mnozstvi efektorovych bunék infiltrovanych do
mista zanétu. Pro¢ do grafu neni zahrnuta i kontrolni skupina (injikace BSK-H media)?

5) Pro¢ autorka hodnotila mnozstvi neutrofilii po 4 hodinach a po¢et makrofagi po 72 hodinach?
Mélo by smysl hodnotit obé skupiny (neutrofily i makrofagy) v oba ¢asové intervaly?

V diskuzi autorka srovnava funkci neutrofili a makrofagi béhem zanétu. Dale celkem podrobné
srovnava vliv klistécich slin na imunitu hostitele a pfenos patogent. Je zde popsano, ze samotné
klistéci sliny mohou mit i prozanétlivé G¢inky, pficemz zavisi na n€kolika riznych faktorech. Tento
fakt mi pfijde celkem zajimavy. Neuvazovala autorka o zafazeni dal$i experimentalni skupiny, kdy by
experimentalni mysi injikovala pouze klistécimi slinami?

Zavérem:

Autorka zvladla zakladni metody mikroskopickych technik véetné imunolokalizaci. Ziskala celkem
Jjasné vysledky, ale v magisterské diplomové préci bych ¢ekala vysledky, které by byly obsahlejsi a
lépe zpracované. Myslim, Zze v diplomové praci je dostatek prostoru i na uvedeni pfipadnych
negativnich vysledkd, v pfipadé Zze autorka néjaké meéla. Ukazala by tak, kolik prace se skutedné
skryva za dosazenymi vysledky.

Pres vSechny pfipominky jsem piesvédcena, ze predlozena prace spliiuje naroky Prirodovédecké
fakulty JU na magisterskou praci, proto ji doporucuji k obhajobé, jako jeden z piedpokladi udéleni
titulu Mgr. Vyslednou zndmku navrhnu v zavislosti na Gstni obhajobé.

bisartc: . i

V Ceskych Budgjovicich 16. 5. 2018 Veronika Urbanova



