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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Evy Gregorové na téma:

Vliv vakcinace slinami klistéte Ixodes ricinus na prenos

Borrelia burgdorferi a cytokinovy profil hostetele

Klisté obecné Ixodes ricinus patfi mezi nase vyznamné prenasece infekénich
onemocnéni zplsobenych nejraznéjSimi patogeny od bakterii, virti, prvokl az po Cervy.
K infekcim s vysokym vyskytem na ¢eském Gzemi patfi pfedev§im klistova encefalitida a
lymska boreliéza. A pravé spirocheta Borrelia burgdorferi sensu lato - plvodce lymeské
nemoci — je patogen, kterému je od 80. let minulého stoleti vénovana velka pozornost
nejen lékarské, ale také veterinarni a zejména védecké spole€nosti, ktera se zameéfila na
vyvoj ochranné vakciny proti tomuto agens. Vzhledem k antigenni rlznorodosti
jednotlivych druhli a zejména odliSné expresi povrchovych proteinl, které se méni v
zavislosti na pfirodnim cyklu borelie, respektive Zivotnim cyklu klistéte se doposud
nepodarilo ziskat u¢innou a bezpecnou vakcinu, a proto je pozornost vyzkumu vénovana
nejen samotnému patogenu, ale také se obraci na jeho vektora a moznosti zamezeni Ci
znemoznéni kvalitniho sani na hostiteli, a tim i zabranéni jeho nakazeni pfenasenymi
patogeny.

Diplomantka se ve své magisterské praci zaméfila na studium vlivu vakcinace mysi,
jako zvifeciho modelu pro borelidzu, jednak slinami klistat a jednak opakovanym sanim
nymf /xodes ricinus na imunitni odpovéd hostitele pfi souCasném pfenosu spirochet
Borrelia burgdorferi.

PredloZzena prace rozsahu 69 stran je psana velmi peclivé, srozumitelnym jazykem
s minimem chyb a pfeklept (str.10 F. 7 ....i v hostiteli, str.11 . 4 ...ve vstupu do
klistéte/hostitele?, str.13 f. 20 a str. 46 F. 26 in vitro, str. 24 F. 19.....vakcimu/vakcinu).
Prace je klasicky ¢lenéna do jednotlivych kapitol.

Uvod je tvofen 25 strankami, na kterych se &tenaf seznamuje s tématem diplomové
prace. Teoreticky pfehled peclivé a podrobné& zpracovava biologii, patogenitu, antigeni
povrch béhem Zivotniho cyklu zmifovaného patogena a jeho pfenasede, jejich interakce
mezi sebou a hostitelem. Velmi pfehledné jsou zde prezentovany také klinické projevy,
imunitni odpovéd a terapie lymeské nemoci. Znacnou pozornost diplomantka vénuje

,trans-block” vakcinam, které by mohly zabranit pfenosu patogent pfi sani klistat.



Cile prace jsou stanoveny jasné a jednoznaéné.

Z kapitoly Material a metody je patrné, Ze autorka zvladla Sirokou $kalu
laboratornich technik od prace s laboratornimi zvifaty, manipulace a kultivace borelii az po
Cisté molekularni metody izolace a detekce DNA.

Z vysledkové casti této prace je ziejmé, Ze se na zvoleném zvifecim modelu
diplomantce nepodaril prokazat vliv imunizace mysi opakovanym sanim nymf klistéte
Ixodes ricinus na jejich prezivani ani na pfeménu do dalSich stadii. A také nebyl
zaznamenan vyznamny vliv na vytvofeni rezistence k pfenosu Borrelia burgdorferi a
z klistat, kde byl pozorovan rozvoj humoralni imunitni odpovédi mysiho hostitele vici
slinam klistéte a potlaCeni SAT efektu pfi (slinami aktivovanem) pfenosu spirochet.

V diskuzi jsou kriticky zhodnoceny dosazené vysledky v konfrontaci s literaturou. A
nejen této ¢ast diplomové prace je zpracovana velmi peclivé.

Méla bych na autorku nékolik dotaz(:

v Proc jste si pro své experimenty vybrala pravé kmen mysi C3H/Hen?

v Cim si vysvétlujete rozdil v imunizaci opakovanym sanim nymf na jedné strané a
slinami klitat na strané druhé?

v Jaky wvyznam pro rozvoj infekce Borrelia burgdoirferi méa polarizace imunitni
odpovédi hostitele k Th2 subpopulaci T lymfocyt(?

Autorka sepsanim této prace dokazala, Ze je schopna samostatné pracovat s
védeckou literaturou, planovat a provést experimenty a vyhodnotit ziskané vysledky.
Predlozenou magisterskou praci Bc. Evy Gregorové povazuji po strance formalni a
obsahové za spis, ktery splfiuje standardni poZadavky kladené na diplomové prace na
Pfirodovédecké fakulté Jihodeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich. Praci doporuduiji k

obhajobé a po jejim uspé&sném absolvovani ji hodnotim stupném vybornym.

V Ceskych Budgjovicich, 18.5.2011.
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RNDr. Pavlina Tinavska, PhD.



Posudek na diplomovou prici Be. Evy Gregorové:
» V1iv vakcinace slinami kliStéte Ixodes ricinus na p¥enos Borrelia burgdorferi a
cytokinovy profil hostitele*

PtedloZend prace se zabyva tématikou imunitni odpové&di hostitele na opakované sani
kliStéte a ovlivnéni slinami aktivovaného pfenosu borélii. Tato problematika je jiz dlouhodobé
feSena na pracovisti Skolitele a pfedstavuje jeden z mnoha pfistupd pii studiu interakei
vektor-hostitel.

Diplomova préce je tradiéné rozdé€lena do hlavnich kapitol Givod, cile prace, material a
metody, vysledky, diskuze, zavér, seznam zkratek a literatura, které obsahuji celou fadu
podkapitol. Celkovy rozsah prace ¢ini 69 stran.

Uvodni &ast diplomové prace je zpracovana precizné a je vénovana biologii klistat, jimi
pfenaSenych onemocnéni se zaméfenim na Lymskou boreliézu a interakcemi mezi hostitelem
a klistétem, kliSt€tem a boréliemi a boréliemi a hostitelem s dirazem na mechanismy obrany
klistéte proti imunitni odpovédi hostitele pomoci nichz klist¢ usnadiiuje pienos borélii.

Cile prace jsou jasn¢ formulovany do &ty¥ dil¢ich bodd, zabyvajicich se vakcinaci hostitele
(mys$i) opakovanym sanim kliStat nebo extrahovanymi slinami kli§t'at, monitorovani pfenosu
borélii a vyhodnoceni imunitni odpovédi hostitele.

Kapitola materidl a metody obsahuje soupis vech hlavnich postupti a metod pouzivanych
b&hem experimentii véetné detailnich popisi jednotlivych provedenych experimenti.

Vysledky jsou podrobné zpracovany, rozdéleny do dvou hlavnich podkapitol podle metody
provadéné vakcinace a dokumentovany deviti grafy, z nichZ dva jsou sloZené. Grafy
prehledné shrnuji slovy psané vysledky, nicmén& pouZiti t¥i riiznych stimulantéi (LPS, ConA,
PHA+PMA) dosti znepiehlediiuje vysledky a znesnadiiuje jejich interpretaci. Navic statistické
vyhodnoceni vysledki bylo provadéno pouze ve srovnani s kontrolnimi skupinami, tudiz
jakeékoli konstatovani o poklesu ¢i narlistu produkce interleukinti/po&tu borélif je zavadéjici
s ohledem k velikosti smérodatnych odchylek.

V diskuzi autorka konfrontuje své vysledky vlivu vakcinace sanim klist’at & slinami jak
s domaci, tak zahrani¢ni literaturou.

Souhrn je jasné a piehledné formulovan a prakticky odpovida stanovenym ciléim prace.

Je nutno zd{iraznit, Ze v pfedloZené diplomové praci se vyskytuje pouze nékolik
formalnich chyb ve formé pieklepi a pravopisnych chyb.

K autorce mam nékolik vécnych dotazi:

1. Cim si autorka vysvétluje uhyn mysi po opakované vakcinaci BSA? Byla snad
zvolena davka 10 pg moc vysoka nebo svou roli sehrilo Freundovo adjuvans?
Pouzité schéma vakcinace si autorka zvolila sama, nebo vychazela z literarnich
zdroju jinych autora?

2. V kapitole Materiil a metody postradam zdivodnéni vybéru zminénych
stimulanti. Pro¢ byly vybrany zrovna tyto t¥i a pro¢ byly pouZity soucasné,
pritemzZ se autorka k rozdilnym vysledkiim dosaZzenym p¥i pouZiti téchto
stimulanti nikde nevyjadiuje?

3. Pro¢ byla pritomnost borélii ve vnitinich orgdnech sledovina prave v srdci a
mocovém méchy¥i?



Zavér: Pres vySe uvedené pfipominky a vytky povazuji ptedloZenou diplomovou préci za
zdatilou, spliujici vyty€ené cile. Sv€dEi o schopnosti autorky pracovat s védeckou literaturou,
planovat, provadét i vyhodnocovat experimenty a ze ziskanych vysledkt vyvozovat zavéry.
Vysledky diplomové prace Be. Evy Gregorové doplituji a rozsifuji vysledky studif a
experimentil provadénych v laboratofi interakci vektor-hostitel.

PfedloZena diplomova prace Be. Evy Gregorové spliiuje veskeré pozadavky kladené na
diplomové prace na Pfirodovédecké fakult& Jihodeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich a
doporucuji ji k obhajobé.
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Vv (Vjesk}'fch Budgjovicich, 16. 5. 2011 RNDr. Bohumil Sak, Ph.D.



