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Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Barbory Dvorakové ,,Charakterizace imunitni

odpovédi hostitele proti slinam flebotomu“

PredloZena diplomova prace se zabyva analyzou imunitni odpovédi mysi kmene BALB/c v kontextu

protektivniho efektu predinfekéni imunizace na rozvoj leishmanidzy.

Prace je klasicky ¢lenénd, v vodni kapitole autorka shrnuje souéasné znalosti Leishmanidze a jejich
vektorech, dale podrobné rozebird imnitni odpovéd spoujenou s touto infekci. Prace zpocatku
trpi jazykovou neobratnosti (,protistojné pusobici imunitni reakce”, ,vlivné formuji“), ktera je
Casto typicka pro diplomové prace ale dllezité je, ze se formalni stranka dale v diplomové praci
zlepsuje. Literarni prehled peclivé zpracovava vse co souvisi s tématem diplomové prace, je velmi

dobfe dokumentovan shrnujicimi tabulkami a obrazky, takZe celkové jej povazuji za velmi zdafily.

V kapitole Material a metody jsou vysvétleny pouzité mysi modely a metodiky. Pracovni postupy
jsou popsany velmi podrobné, a umoznuji bezproblémové zopakovani experimentl podle danych
protokoll. Autorka v kapitole 3.2.3 uvadi, Ze ,,mysi byly hluboce uspany a byla jim odebrana
slezina®, doufam Ze mysi byly pred odbérem sleziny usmrceny. MUj zasadni komentar k pouzitym
metodam zahrnuje vysokou koncentraci slezinnych bunék pouZitych pro kultivaci. 1x10° bunék ve
200 ul je opravdu hodné a bunky byly navic kultivovany po dobu 9 dn. Doplnéni média o 50ul neni
dostate¢né a tato koncentrace mulze vzhledem k vyéerpani latek v médiu a kontaktni inhibici
negativné ovlivnit vysledky experimentu. V dasi ¢asti 3.4.4 byla pouZita, koncentrace 1x10°
slezinnych bunék ve 100 ul ve 24 jamkové desticce. Pfedpokladam, Ze udany objem média je spise
preklep? V metodické &asti je také ukazdna gatovaci strategie pro analyzu populaci imunitnich
bunék pomoci pratokové cytometrie, coz vitam. Spravné by u gatovaci strategie mély byt uvedeny
i FMO kontroly, aby mohl ¢tenaf prace posoudit zda gatovani bylo provedeno spravné, coz u
nékterych populaci neni zcela jasné. Co vedlo autorku k tomu useknout ¢ast populace u analyzy
singleti? (SSC-Hvs SSC-A)? | v této ¢asti prace jsou velmi vhodné uvedeny schémata jednotlivych

experientl a nékolik tabulek shrnujici pouZzité chemikalie a postupy.

V diplomové praci si autorka vytycila tfi zakladni cile:



1. otestovat mozné vyuziti dlouhodobé imunizovanych mysi pro in vitro testy produkce protilatek
2. popsat imunitni odpovéd mysi, ktera se podili na protektivnim efektu slin

3. popsat imunitni odpovéd mysi v kontextu infekce Le. major a rdznych imuniza¢nich schémat

V pribéhu prace Barbora Dvorakova udélala spoustu experimentdlni prace, zahrnujici celou fadu
metodickych pfistupl. Pfesto, Ze ne vSechny experimenty fungovaly podle pfani, je objem
vykonané prace vysoky. Celkoveé jsou data shrnuta ve 44 obrazcich, coz dokumentuje vySe zminéné
a také snahu autorky dikladné porovnat ziskané vysledky. Coz se jisté povedlo a peclivost autorky
v tomto ohledu hodnotim velmi pozitivné. Drobnou vytkou je, Ze popisy jsou nad obrazky, coz
vybocuje ze zavedeného zvyku a je tudiz trochu matouci, jinak je formalni Uroven obrazk( velmi
dobra. Mam zde nékolik doporuceni, k pouzitym metodickym pfistuptm, které ovliviuji vysledky
studii. Detekci protilatek a cytokinl autorka dokumentuje jako vysledky absorbance. Vzhledem
k tomu, Ze jsou v diplomové praci srovnavany vysledky ze dvou nezavislych pokust, neni jasné zda
byla tato méreni provadéna zaroven a na jedné desticce. Pokud ne, bylo by vhodné pouZit
standard, pfipadné referencni vzoreky na vSech mérenych destickach, které by umoznily porovnat
ziskané vysledky, vzhledem ktomu Ze absorbance muze byt pfi jednotlivych mérenich rlzné
vysokad. LepSi mozZnost porovnani by umoznila také stimulace danych vzorkd pomoci superantigent
(LPS/ConA/PMA), které by mohly slouzit jako pozitivni kontrola (referenc¢ni vzorek). IL-10 mGze byt
pfi kultivaci produkovan pozdéji nez po 48h, v zavislosti na danych kultivacnich podminkach, coz

by mohlo byt alternativnim vysvétlenim nizkych detekovanych hladin.

Diskuse je pecliva a rozsahla. | kdyz k prvnimu cili se jedna spiSe o shrnuti vysledkd, dalsi ¢asti jsou
diskutovany velmi dobfe v kontextu svétové literatury. Diskuse ma celkem 13 stran coZ svéci o

dikladném pfistupu autorky a Uspésné snaze konfrontovat se s nékdy protichGidnymi vysledky.

Literdrni zdroje zahrnuji 158 citaci, jsou vétSinou ve spravném formatu, trochu rusivy je odskok,

ktery se najednou objevi do citace 100.

Autorka v predloZzené diplomové praci prokazala znalost fady metodickych pristupd, vyporadala
se se vsemi vyty¢enymi cili, ziskala zajimavé vysledky, které dokazala (v€etné nékterych diskrepanci
v ziskanych datech) uspésné diskutovat. VySe uvedené pfipominky vyznamné nesnizuji kvalitu

diplomové prace, predloZenou praci doporucuji k obhajobé a kladnému ohodnoceni.



Otazky:

1. V dikusi autorka uvadi, Ze ,eozinofily jsou etablovany jako popravci leishmanii a funguji
prostfednictvim rlznych mechanizm(. MUlzete popsat, jak jsou Leishmanie zabijeny
prostfednictvim obsahu granuli eozinofil(l a extracelularnich siti?

2. Uvadite, Ze stfevni mikrobiom flebotoma je faktorem modulujicim pribéh infekce. Byly
popsany rozdily v mikrobiomu flebotom( v rlznych oblastech vyskytu? Je moZné
pfedpokladat, Ze se mikrobiom flebotoml chovanych v rdznych experimentalnich
zafizenich isi, m{Ze to ovlivnit vysledky ziskané v rliznych laboratofich?

3. Ve treti ¢asti prace byly detekovany tfi cytokiny IFNy, IL-4 a IL-10. Jaké dalsi cytokiny,
pfipadné jiné rozpustné molekuly byste na zakladé znalosti literatury povaZzovala za vhodné
detekovat?

4. Znalosti o imunitnim systému se znacné rozsituji, je popisovan vyznamny vliv minoritnich
populaci imunitnich bunék (které jsou typicky pfitomné v tkanich), na rliznd onemocnéni.
Podileji se takové populace (napfiklad Y0 T lymfocyty, nebo ILC burnky) na prabéh

leishmanidzy?
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