Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Bc. EliSky Kalinové:

Imunitni geny v tukovém télese klistéte Ixodes ricinus

Tématem predlozené diplomové prace o 66 stranach je imunitni systém klistat. Studentka identifikovala
nejvice exprimované imunitni geny v komplexu vzdu$nice/tukové téleso klistéte I. ricinus a déle
zkoumala zmény v expresi téchto genu v reakci na infekci klistat grampozitivni bakterii Micrococcus
luteus, gramnegativni bakterii Escherichia coli a kvasinkou Candida albicans. RovnéZ studentka za
pouziti RNA interference zjistovala roli signalni drahy Toll ve fagocytdze mikrobl hemocyty.

Diplomovd prace je ¢lenénd do kapitol Uvod, Literarni prehled, Cil prace, Material a metody, Vysledky
a diskuze, Zavér, Seznam pouzitych zkratek a Literatura. Nestandardni na ¢lenéni prace je umisténi
seznamu pouZitych zkratek pied Uvod a dale spojeni vysledk a diskuze do jedné kapitoly.

Text prace obsahuje spiSe mensi mnozstvi preklept a pravopisnych chyb. Misty Ize nicméné narazit na
nepresnad ¢i kostrbatd slovni spojeni. Toto, spolu s obasnym pouzZitim pfiliS dlouhych souvéti,
komplikuje spravné pochopeni textu. Dale mam ke zpUsobu, jakym je prace napsana, tyto vytky:

e Vtextu se hojné vyskytuji anglické terminy, které lze snadno preloZit do Cestiny. Jednd se o
cesky psanou prdci, a tudiz bych se vysttihala pouZiti vyrazl jako jsou fat body signals, lectins,
template-primer mix, nuclease-free H,0O, primer size ¢i goat anti-rabbit.

e Latinské nazvy psané kurzivou (napft. Drosophila ¢i Borrelia) by se nemély skloriovat.

e  P¥iprvnim zminéni Zivoc¢isného druhu v textu by mélo byt pouZito nezkracené rodové jméno.

e Studentka by si méla dat pozor na spravné psani nazvl genl a proteind. U celych nazvl genl a
jmen &i zkratek protein(l se kurziva nepouziva. Kurzivou by ale mély byt psané symboly gen(.

e Vtextu prace jsou citovany védecké clanky ¢i knihy, z nichZ studentka Cerpala informace. Tyto
odkazy na zdroj jsou vsak ¢asto umistény spi$ na zacatku nez na konci celé prejaté pasaze, coz
je dost matouci. Ctenaf ma totiz pak dojem, 7e nékterd tvrzeni v praci citacemi podloZena
nejsou.

e Dost mi vadilo, Ze v literarnim prehledu je naduZivana citace Sonenshine et al. 2014a. Tato
citace odkazuje na knihu. U nékterych tvrzeni by ale bylo jisté vhodnéjsi misto knihy citovat
originalni védeckou praci. Navic je vzdy lepsi citovat konkrétni kapitolu knihy, z niZ byly ¢erpany
informace, a jeji autory spise nez celou knihu.

e Vtextu prace lze narazit na zkratky, u nichZz neni uveden jejich vyznam a ani nejsou zahrnuty
v seznamu v pouzitych zkratek. Jedna se napfiklad o zkratky GILT, rpm, DTT, TNFa ¢i AMK. Co
se tyce vlastniho seznamu poutzitych zkratek, v cesky psané praci mi pfijde jako dobry napad
uvést vyznam zkratky v ¢estiné a do zavorky dale napsat pftislusny anglicky termin. Takto by
tomu ovSem mélo byt u vSech zkratek. BohuZel v seznamu je u nékterych zkratek uveden pouze
anglicky ndzev a u jinych je zase uveden pouze nazev Cesky.

Literarni prehled dobfe dopliiuje experimentalni ¢ast prace. Studentka se napred sprdvné vénuje
obecnym zéleZitostem, jako jsou morfologie a Zivotni cyklus klistat ¢i patogeny prenasené klistaty.
Posléze se teoretickd ¢ast prace zamérfuje na témata primo souvisejici s imunitnim systémem klistat,
tedy na tukové téleso klistat, t¥i zakladni signalni drahy, fagocytézu a peptidy/proteiny zapojené
v humoralni imunité. Soucasti literarniho prehledu jsou dva obrazky, na néz vsak chybi odkazy v textu.
Popis obrazku 2 mi nepfijde dostacujici, protoze neinformuje o vSem, co lze na obrazku vidét.



PredloZzena prace neméla pouze jeden cil, ale vice cill, a tudiz by se kapitola Cil prace méla jmenovat
spis Cile prace. Bylo by prehlednéjsi, kdyby misto dlouhého souvéti byly cile prace uvedeny v nékolika
stru¢nych bodech.

Z kapitoly Material a metody vyplyva, Ze studentka si musela osvojit Sirokou $kalu dovednosti, jako jsou
analyza transkriptomickych dat, pitva a injikace klistat, kultivace bakterii a kvasinek, konvenéni PCR, RT-
gPCR, RNA interference, in vitro fagocytarni eseje a prace s fluorescenénim mikroskopem. Metodika je
vesmés popsana tak, aby bylo mozné pokusy zopakovat. Vyjimkou je popis provadéni fagocytdrnich
eseji, kde nékteré informace chybi. Neni zde napfiklad viibec zminéno, Ze byla pouzita primarni
protildtka proti C. albicans. Dale v sekci Materidl a metody postrdddm odstavec vénovany statistice.
Vtomto odstavci by mohlo byt napsané, v jakém programu byly vytvorené grafy, jak jsou data
v jednotlivych grafech prezentovdna a jaké statistické testy byly pouzity k analyze dat.

Vysledky jsou prehledné prezentovany prostiednictvim deviti obrazkd a dvou tabulek. Celkové se mi
design experimentl i zvoleny zplsob prezentace vysledk( libi. VétSina vysledkl je diskutovana a
porovnavana s fadou relevantnich studii. Pfesto mam i k této ¢asti prace nékolik pfipominek.

e Vpraci vibec nejsou zminény vysledky pokusu, v némz se studentka prostfednictvim RNA
interference pokousela umlcet gen pro transkripéni faktor Relish.

e Vtabulce IX by vedle primérné hodnoty TPM méla byt uvedena i smérodatna odchylka, aby
bylo mozné miru exprese jednotlivych gent spolehlivé srovnavat.

e Co se tycCe dat graficky zndzornénych na obrazcich 5-9, nikde neni napsano, jakd metoda byla
pouzita k vypocteni hodnot relativni exprese jednotlivych gend.

e V popiscich obrazk( 5-9 neni uvedeno, zda cisla na ose y predstavuji procenta ¢i nikoli a zda
bilé ¢i modré sloupecky v grafech znazornuji primér ¢i treba median. Déle by pro vypocet
statisticky signifikantnich rozdilG mezi skupinou injikovanou PBS a dalSimi ¢tyfmi skupinami
nemél byt pouZit t-test. T-test se totiZ uziva pouze ke srovnani dvou skupin.

e Nikde v prdci neni uvedeno, jak hodné se diky RNA interferenci snizila exprese genu pro Cactus
1. Tato informace by v textu urcité neméla chybét.

e V popisku obrazku 11 neni uvedeno, zda barevné sloupce v grafech znazornuji priimér nebo
tfeba median a zda chybové usecky predstavuji smérodatnou odchylku (SD) ¢i stfedni chybu
prdmeéru (SEM).

Hlavni pfinosy prace jsou shrnuty v nékolika bodech v kapitole Zavér. Lze konstatovat, Ze vytycené cile
prace se podatilo splnit.

Seznam literatury Citd pres 100 praci. PouZité literarni zdroje jsou sepsany v jednotném stylu a vSechny
odkazy uvadéné pribéziné v textu prace skutecné maji odpovidajici citaci v seznamu pouZzité literatury.

Na studentku mam nasledujici otazky, které doufam, Zze mi zodpovi béhem obhajoby:

1) Procje pojem vzdudnice/tukové téleso v textu prace psan kurzivou?

2) Nastr. 15 tvrdite, Ze u klistat bunééna imunita zahrnuje hemocyty a humoralniimunita zahrnuje
primitivni komplement, AMP a imunitni signalizacni drahy. Jsou ale imunitni signdlni drahy
skutecné komponentou pouze humoralni imunity?

3) Proc protokol qPCR (str. 30, tabulka VI) zahrnoval 50 cykl(i? Dle mé zkusenosti jsou produkty,
co se zacnou objevovat po 40. cyklu, nespecifické.

4) Pokud byla Tm navrzenych primert cca 60 °C (str. 30), je skutecné idedlni jako teplotu nasedani
primerU zvolit téZ 60 °C (tabulka VI1)?



5) Kolik z 20 navrZzenych para primera (tabulka VIII) Vam fungovalo hned napoprvé a kolik pard
primer0 jste musela znovu navrhovat?

6) Gen pro TIL-doménovy protein se zdd byt nejhojnéji exprimovanym genem v komplexu
vzdusnice/tukové téleso (tabulka IX). Pokud tento protein nema roli vimunitni reakci klistéte
vici mikrobdm, jaka by mohla byt jeho jina funkce v klistéti?

7) Jakou roli ma protein oznacovany zkratkou GILT v imunitnich procesech?

8) Dle obrazku 6e (str. 42) se exprese genu pro protein GILT zvySovala v Case. Nejméné byl gen
exprimovany v ¢asovém intervalu 6 hod a nejvyssi exprese nastala v ¢asovém intervalu 48 hod.
Jak si postupné zvySovani exprese tohoto genu vysvétlujete?

9) Jaké jsou podobnosti a rozdily mezi signalni drahou Toll u bezobratlych a TLR signalizaci u savc(?

Na zavér lze konstatovat, Ze predloZend diplomova price pfindsi nové poznatky ohledné reakce
imunitniho systému klistat vaéi mikrob(m. To, Ze prace rozsifuje soucasny stav poznani, potvrzuje i fakt,
Ze data ziskana studentkou jsou soucdsti pfipravované publikace. Navzdory mym cetnym pfipominkam
se domnivam, Ze prace spliuje pozadavky kladené na magisterskou diplomovou praci, a doporucuiji ji
proto k obhajobé. O znamce rozhodnu dle pribéhu obhajoby.

V Ceskych Budé&jovicich dne 16. 5. 2023

Mgr. Adéla Chlastakova, Ph.D.



