Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Petra Franty

sExperimentalni vakcinace kraliku rekombinantnimi travicimi peptiddazami
kliStéte Ixodes ricinus*

Petr Franta ptedlozil diplomovou préci fesici problematiku designu a testovani mozné
vakciny proti klistatim. Protiklistéci imunita a identifikace antigeni vhodnych pro pfipravu
takové vakciny patii celosvétoveé mezi aktudlni a hojné diskutované oblasti vyzkumu.

Po formalni strance ma predkladand prace o rozsahu 38 stran vSechny néleZzitosti
diplomové prace. Literarni pfehled o dané problematice je vcelku Ctivy a s minimem
gramatickych chyb, avSak pusobi ponékud povrchné. Neékteré pasaze, napi. tykajici se
skrytych a exponovanych antigent klistéte, by si rozhodné zaslouZily vice pozornosti. Snaha
text opticky prodlouzit pomoci velkych mezer mezi odstavci pak pisobi spise
kontraproduktivng. Usporny styl je misty na tkor srozumitelnosti a pfesnosti, i kdyZ to autor
myslel dobfe. Jeden ptiklad za vSechny: v kap. 1.2.3. stoji, Ze ,,Vakcinace homogenaty klist’at,
slinnymi zlazami ¢i jejich extrakty a klistécimi organy indukuji imunitni odpoveéd’ pti sani
klistéte.” Domnivam se, ze indukce imunitni odpovédi je smyslem vakcinace bez ohledu na
sani klistéte, a také ze vakcinace klistécimi organy vcelku, tj. ne homogenaty, se neprovadi.
Metodika je zpracovana peclivé a dostateéné podrobné. Vysledkova ¢ast ma logickou stavbu,
ur€ité rezervy ma snad jen vzhled tabulek. Diskuze dosazenych vysledkd je kratka, ale vécna.
Praci uzavird seznam pouzitych pramenu ¢itajici 65 puvodnich citaci a 2 odkazy na webové
stranky.

Na autora mam nasledujici dotazy a faktické pfipominky:

1) Pro¢ bylo béhem imunizaci pouzivano pouze nekompletni Freundovo adjuvans
(obvykle se v prvni davce podava kompletni FA)?

2) Kap. 4.3.: Pro¢ bylo zvoleno pH renatura¢niho PBS pufru 8,5?

3) Chvélim zadmér autora dat hodnoceni imunizaci néjaky systém, nicméné statistické
zpracovani vysledkd je pon€kud nesrozumitelné. Ke kterému ze sledovanych
parametri (hmotnost, velikost snisky, umrtnost) se vztahuje vysledek t-testu? Prosim
Petra o doplnéni a vysvétleni statistiky.

4) V grafech znédzornujicich délku sani (obr. 8, 9 a 10) bych pro vétsi ptehlednost
doporucovala uvadét jesté primérnou délku sani za celou skupinu.

5) Pro¢ byla kontrolni (neimunizovana) skupina tvofena vzdy pouze jednim zvifetem?
Dle mého nazoru by meéla byt kontrolni skupina piiblizné stejné velka jako
imunizovana. Také bych doporucovala kontrolni zvifata imunizovat né&jakym
irelevantnim proteinem (napt. BSA), nebo alespori aplikovat adjuvans. Nelze totiz
vyloucit, Ze samotné podani adjuvancia a nasledna stimulace imunitni odpovédi muze
mit vliv na sajici klist'ata bez ohledu na antigenni sloZeni vakciny.

6) Jak dlouho po ¢tvrté imunizaéni davce byla na kraliky nasazena klistata?

7) Str. 27: ,,U kraliki imunizovanych IrCL nebyla pozorovana zvySena hladina protilatek
proti katepsinu L. Pfitom titr zminénych sér byl 6400, coz svéd¢i o piitomnosti
specifickych protilatek. Jak byla tato formulace mys$lena?




8) Kladné hodnotim fakt, ze autor nezamlCel netspésné pouziti kraliciho plemene
nevhodného pro experimentalni nasavani klistat; dalsi studenti tak nemusi opakovat
stejné chyby.

Pfes uvedené ptipominky a vytky povazuji pfedloZzenou magisterskou praci Petra
Franty za vyhovujici a odpovidajici soucasnym pozadavkim Ptirodovédecké fakulty JU a
doporuduji ji k obhajobé.
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Oponentsky posudek na diplomovou préci
Bc. Petra Franty
»Experimentaini vakcinace kralik rekombinantnimi travicimi peptidasami klistéte Ixodes ricinus”.

Tématem diplomové préace je vyvoj protiklidtécich vakein a hledani vhodnych vakcinaénich kandidati.
Konkrétné se autor zaméfil na analyzu moiného vakcinacniho potencialu hlavnich travicich peptidas
klistéte obecného (Ixodes ricinus). Tyto peptidasy byly pfipraveny rekombinantni expresi v bakterii
Escherichia coli, v pfipadé IrCD byl expresni systém konstruovan. Tézisté diplomové préace spocivé v
jeji biologické ¢asti, kde autor jednak analyzuje G¢innost imunizace kralikG pripravenymi peptidasami
a jednak statisticky vyhodnocuje vliv vakcinace na fyziologii dospélych klistat pfi séni na
imunizovaném hostiteli.

Rozsah diplomové prace je pfiméreny. Prace je formalné rozdélena obvyklym zplsobem. V Gvodu
jsou popsany cile prace, které byly jasné stanoveny. Literarni prehled poskytuje soucasny a uceleny
pohled na problematiku se zamérenim na regulaci klistat v pfirodé. Podrobné se téZ zabyva klistétem
obecnym, zejména fyziologii traveni tohoto parazita. Autor fadné cituje pouzivané literarni zdroje.
Metodika je zpracovana peclivé a dostatecné detailné, jen v expresni procedure (str. 12) neni
uvedeno pouzivané antibiotikum. Z vysledk( a zavért prace jasné vyplyva, ze cile, které si autor vytkl,
byly spinény. Diskuze je vyCerpavajici.

Formadini uroven diplomové prace je dobrd, ojedinéle se vyskytuji preklepy (nejcastéji vynechani
mezery mezi slovy), obcas nepfeloZené anglické vyrazy (napf. DNA ladder, His-tag) Ci drobné chyby
{viz legendy k obrazkim 4-6). Uvedené pfipominky ale nikterak nesnizuji celkovou kvalitu pfedlozené
préce.

Rad bych polozil nékolik otdzek k diskuzi:

1. Jaka je homologie travicich peptidas klistéte /. ricinus, které jsou pouZivany pro imunizace, s
pfibuznymi savéimi enzymy? NemizZe pfi imunizaci dochazet ke krizové reakci?

2. Peptidasy jsou pfed imunizaci renaturovany, takie je pravdépodobné, Ze ¢ast materidlu
pfedstavuje aktivni, spravné slozené enzymy. Nemohou tyto aktivni peptidasy ovliviiovat fyziologii
imunizovaného zvifete a vyvolat nepfiznivé reakce u vakcinovanych zvifat?

3. Proc byly pro imunizace zvoleny uvedené koncentrace peptidas v imunizacni smési (50 pg pripadné
100 pg peptidasy/1mL imunizacniho ¢inidla)? Zamyslite optimalizovat koncentraci jednotlivych
peptidas pro imunizaci v zavislosti na titru protildtek v krali¢im séru?

4. Byl u klidtat, ktera sala na kralicich imunizovanych klistécimi travicimi peptidasami, pozorovan
pokles enzymovych aktivit téchto peptidas ve srovnani s klidtaty sajicimi na kontrolnich krélicich?
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5.V Gvodu je zminéno, ze potencidlnimi skrytymi antigeny pro vakcinace jsou proteiny vyskytujici se v
hemolymfé klistat. Mohou se imunoglobuliny vakcinovaného zvifete dostat pfi sani klistéte pres
stfevo aZ do jeho hemolymfy?

6. Nelze dobry protektivni efekt IrAE pfipsat spiSe UspéSnosti vakcinace neZ jeho biologické roli?
Oproti ostatnim testovanym peptidasam se podle stanovenych titr( protilatek v krali¢im séru IrAE
jevi jako velmi dobry antigen.

Predlozena diplomova prace piné splnila zadané cile a prinesla nové vyznamné informace v daném
oboru. Proto doporucuji diplomovou praci k obhajobé. Obhajoby se bohuZel nemohu zudastnit a
v nepfitomnosti navrhuji hodnoceni 1-2.

V Praze 18. ledna 2012
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Megr. Martin Horn, CSc.




