Oponentsky posudek diplomové prace Be. Jany Hlavacové ..Vvyvoj leishmanii podrodu
Viannia v prenaseci

Piedkladana prace se zabyva nékolika aspekty vyvoje leishmanii podrodu Viannia ve
hmyzich pfenaSecich. Autorka pomoci experimentdlnich infekci, histologickych a
mikroskopickych metod studovala vyvoj Leishmania braziliensis v pienaseci druhu
Lutzomyia longipalpis. V dalsi ¢asti prace sledovala, jak je vyvoj dvou riznych druhi
leishmanii v tomto pfenaSeci ovlivnén okolni teplotou. Ve tieti ¢asti prace pokusila ovéfit
dulezitost ptitomnosti funkéni drahy RNAI L. braziliensis pii vyvoji ve flebotomech.

Prace mé po formalni i obsahové strance velmi vysokou uroven. Autorka v pfiméfeném
rozsahu podava prehled literatury k tématu, a to i publikaci star§iho data. Ocenuji piehlednou
tabulku 2 (str. 16). Dikladné€ a zaroven ptrehledné jsou zpracovany i kapitoly ,,Material a
metodika“ a ,,Vysledky“. Z predlozenych dat je zfejmé, ze autorka odvedla velké mnozstvi
prace a zvladla techniky kultivace leishmanii, experimentalnich infekci flebotomd, jejich
hodnoceni (véetné statistického) a pripravy a analyzy histologickych preparatd. Pocet kvalitné
provedenych experimentélnich infekci si zaslouzi obdiv i vzhledem k obtizné kultivaci
pouzitych kment a naro¢nosti manipulace s nakazenymi flebotomy v danych podminkach. I
kapitolu diskuze povazuji celkov€ za velmi dobrou. Obzvlasté v podkapitole o morfologii
bunék L. braziliensis (5.2, str. 50) se autorce podafilo dat své vysledky do souvislosti s dosud
publikovanymi studiemi, a¢ jsou tyto prace ¢asto nepfili§ detailni a trpi nekonzistentnim
pouzitim morfologického nazvoslovi.

Celkove pro mé ¢teni diplomové prace Be. Jany Hlavacové bylo piijemnym zézitkem.
Autorka nejen pfinasi nové poznatky o vyvoji L. braziliensis a L. peruviana, ale dokaze je
také hezkym a srozumitelnym jazykem interpretovat. Nize uvedené ptipominky maji tedy
slouzit spiSe jako konstruktivni kritika pro ucely ptipadné publikace téchto vysledkii.

Pripominky:
Anglicky abstrakt: Pouzité mutantni linie leishmanii jsou nazyvany ,.knock-downs*, ackoliv
se jednd o linie s deletovanym genem, ¢ili knock-out.

Uvod: Bylo by vhodné popsat mechanismus pfichyceni haptomonad k chitinové vystelce
proktodea (hemidesmosomalni spoje na rozsiteni biciku).

Uvod str. 25: chybna interpretace citované prace Lye et al., 2010. Autofi ve skuteénosti
navrhuji pfitomnost RNA virt jako jeden z moznych selekénich pro ztratu drahy RNAi u
podrodu Leishmania.

Metody: u deletovaného genu pro protein argonaut je tfeba uvést ¢islo genu (napft. v databazi
GenBank nebo TriTryp). Také by bylo vhodné uvést, ze se jedna (jak pfedpokladam) o linii
s deletovanymi obéma alelami pfislusného genu. U add-back linii by bylo vhodné uvést
zpisob, jakym byla exprese genu obnovena.

Vysledky infekei L. braziliensis v riznych teplotach (str. 38-40, kap. 4.3.2 a 4.3.3): Rozdil
mezi infekcemi L. braziliensis ve 20°C a 26°C nebyl signifikantni, proto jej nelze komentovat
slovy: ,,Kvantitativni PCR potvrdila vysledky z mikroskopického pozorovéani. Ve 20 °C L.



braziliensis zptisobovala vy$$i nakazy a vyssi procento nakazenych samic. Chybna
interpretace vysledku.

Vysledky riistovych kiivek (str. 41, kap. 4.3.4 a 4.3.5): Rustové kiivky tak, jak jsou
piedlozeny, nemaji moc vysokou vypoveédni hodnotu. Pokus je nutné provést v triplikatech a
alespoi jednou zopakovat. Bylo by dobré také sledovat delsi ¢asové obdobi, aby bylo
zachyceno stadium odumirani i v teploté 20°C (L. peruviana) respektive 26°C (L.
braziliensis).

Vysledky vyvoje mutantii L. braziliensis M2903 (kap. 4.4): Vysledky jasné€ svéd¢i o
neschopnosti WT kmene vyvijet se v Lu. longipalpis. Zcela tedy souhlasim s tim, ze neni
nutné pokusy opakovat na vétSim poctu samic. Pfi interpretaci je vSak pak tfeba brat v ivahu
nizké pocty vypitvanych jedinct. Provedené statistické analyzy nedavaji v tomto ptipadé
smysl.

Diskuze, kap. 5.1: Autorka nediskutuje vysledky studii citovanych v ivodu (Warburg et al.,
1989, Soares et al., 2010, Wilson et al., 2010, Azevedo-Pereira et al., 2007), ackoliv vysledky
jejiho pozorovani zpochybiiuji relevanci predchozich studii (viz téZ dotaz nize).

Diskuze, kap. 5.4: ,,protein Argonaut, ktery je jednou z esencidlnich molekul této drahy a bez
n¢hoz by RNA interference neméla fungovat®. Jak autorka sama uvadi v uvodu (str. 25), Lye
et al. (2010) funkci tohoto proteinu v draze RNAi u L. braziliensis experimentalné ovéfili.

Dotazy:
Na str. 35 autorka pise: ,,Procykli¢ti promastigoti nebyli detekovani‘‘. Mohla byt neptitomnost

téchto morfologickych forem dana pouzitym inokulem (promastigotni kultura leishmanii)?

Jak si autorka by autorka interpretovala vazbu izolovaného lipofosfoglykanu (Soares et al.,
2010), heparin-vazajiciho proteinu (Azevedo-Pereira et al., 2007) a celych promastigotti
(Wilson et al., 2010) L. braziliensis na mesenteron pienasece, kdyz in-vivo zadné ptichyceni
parazitii nepozorovala?

Autorka nekomentuje pozorovany dobry vyvoj L. braziliensis v pfenaseci ve 20°C, zatimco
v kultute se bunkam dafilo podstatné 1épe ve 26°C. Jaké pro tento jev navrhuje vysvétleni?

Spekulativni dotaz: Jakou roli by autorka ptedpokladala pro drahu RNAI pfi vyvoji L.
braziliensis v pfenaseci? Pozorovala né¢jaké morfologické zmény KO linii v kultute?

Jak se autorka diva na moZnost ,,zprovoznéni“ drahy RNAi u podrodu Leishmania (metodami
genetického inzenyrstvi) pro tcely studia funkce jednotlivych genti?

Drobné pripominky:

Abstrakt: ,,vSechny testované linie...nejsou schopny vyvoje* doporucuji nahradit formulaci
,»ani jedna z testovanych linii neni schopna vyvoje*

Anglicky abstrakt: ,neither form was found attached* doporucuji nahradit ,,none of the forms
was found attached*



,all the tested lines ....did not develop* nahradit ,,none of the tested lines developed*
str. 17: v esofagu a faryngu, nikoliv ,,farynxu‘

str. 24: dsRNA (syntetizovana v buiice ¢i do buiiky importovana)

str. 30: SYBR nikoliv ,,SYBER* Green

str. 58: Lye et. al. (2010) PLoS Pathogens, nikoliv PLoS Neglected Tropical Diseases

Celkové hodnoceni:

Diplomovou praci Bc. Jany Hlavacové pokladam za velmi zdatilou a jednoznac¢né ji
doporucuji k obhajobé.

V Bernu dne 26. srpna 2011
Anna Dostalova



