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Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Ludmily Brazdilové nazvané ,Vyvoj opsonofagocytarniho
testu pro méreni funkcni aktivity protilatek proti Bordetella pertussis’

Pfedlozend diplomovd prace méla za uUkol vyvinou tzv. opsonofagocytarni test pro detekci
imunitni odpovédi proti bakterii Bordetella pertussis. Tento patogen zpUsobuje vysoce infekcni
onemocnéni ¢erny kasel, proti kterému se standardné ockuje. Ziskana imunita se vSak po nékolika
letech od podani vakciny umensuje a proto je v soucasnosti snaha zavést nové typy vakcin a rovnéz
optimalizovat zpUsob, jak mérit specifickou imunitu proti této bakterii. Jedna se tedy o velmi
dllezZitou a zajimavou tématiku.

Prace je psana kvalitni angli¢tinou a po jazykové strance je dobfe srozumitelna. Je standardné
rozdélena uvod, cile prace, metody, vysledky, diskuzi a zavér. Literarni Uvod zacina popisem bakterie
Bordetella pertussis a shrnuje zakladni virulentni faktory produkované timto patogenem. Nasledné je
racionalné vysvétlena nezbytnost pripravy novych funkénich testd, které by pomohly k lepsi validaci
novych typl vakcin. Nasleduje detailni prehled dosud publikovanych praci, které metodicky zavadi
opsofagocytarni testy pro detekci nékterych patogend a rovnéZ je zminéno mnoZstvi praci, které
tento analyticky test aplikuji na bakterii Bordetella pertussis. V tomto jinak detailnim Gvodu mi chybi
vysvétleni, pro¢ dosud publikované metody pro opsofagocytarni testy na detekci imunitni odpovédi
proti bakterii jsou nevyhovuijici a je tfeba je modifikovat.

K samotné experimentalni ¢asti mam urcité vyhrady. V praci jsou nékteré pomérné zbytecné
figury a tabulky. Naptiklad je zbyteéné ukazovat fotografii zkumavek po rozdéleni krevnich bunék na
Percollovém gradientu v obr. 8 a 12, jednd se o béZznou metodiku. Rovnéz neni potieba u kazdého
FACSového méfeni ukazovat kompenzalni matrix, obzvlast, pokud Zadna kompenzace nebyla tfeba,
jak je tomu u tab. 11. Stejné neni nutné u kazdého méfeni ukazovat vSsechny FACSové panely véetné
toho, jak byly detekovany Zivé bunky a odfiltrovany bunécné agregaty. Jedna se o standardni
metodiku analyzy a tyto detaily staéi popsat jednou v metodach. V nékterych Figurach jsou izolovany
populace bunék, napfiklad neutrofild nebo leukocytl. Ackoliv je uddvano, Ze Cistota izolovanych

bunék byla velmi vysoka, nebyl pouzit Zadny specificky marker na presnou identifikaci téchto bunék,
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vse je analyzovano pouze pomoci graft ukazujicich rozloZeni bunék na tzv. ‘forward scatter’ a ‘side
scatter’ osach. V tomto ptipadé by bylo potifeba barvit buriky dalSimi povrchovymi protilatkami, které
by jednoznacné urdily, zda se skutecné jedna o homogenni populace poZzadovanych bunék. U vétsiny
prezentovanych experimentl neni uvedena statisticka analyza, ktera by stanovila zda jsou zmifiované
rozdily statisticky signifikantni. Rovnéz neni uvedeno, zda chybové Usecky pochazeji z nezavislych
opakovani, nebo zda se jednd pouze o analyzu technickych opakovani a také zda se jednd o
smérodatnou odchylku nebo stfedni chybu priméru. Bez téchto udajl je komplikované vyhodnotit,
zda pozorované rozdily jsou skutecné relevantni.

Zavérec¢na dikuze prehledné shrnuje ziskand data a autorka vhodné porovnava, jakym zplsobem
prezentovand data souhlasi nebo rozporuji dostupnou védeckou literaturu. Vzhledem k tomu, Ze tato
prace je zaméfena na vyvoj metody by bylo vhodné vice komentovat, zda prezentované experimenty
skutecné vedly nebo mohou vést k zlepseni stavajici metodiky a eventualné jakym smérem by se
méla dalsi prace v této oblasti vyvijet. Celkové je prace srozumitelna a pres vySe uvedené vyhrady ji

doporucuji k obhajobé.

K praci mam nasledujici otazky:

1. Zavérem prace je, Zze nejvhodnéjsi bunky pro tento typ testu jsou leukocyty. O jaky typ leukocytl
se specificky jedna, eventudlné jak by autorka urdila jejich identitu?

2. Jaky je vliv protilatek versus komplementu pfi opsonizaci a fagocytéze Bordetella pertussis? Na
obr. 23-24 se zda, Ze inaktivace komplementu bud nema vliv nebo sniZuje opsonizaci bakterii
pomoci mysiho séra z infikovanych mysi, zatimco ji vyrazné zvysuje u lidského séra. Naproti tomu
ve obr. 26 tepelna inaktivace mysiho séra zvysSuje opsonizaci bakterii i za pouZiti séra z naivnich
mysi. Jaky je dlivod pro tyto rozdilné vysledky? Jakym zplsobem je mozné ovérit, Ze komplement
byl v nepovarenych sérech stale aktivni a nedoslo k degradaci vlivem mrazeni/skladovani séra?

3. O kolik je vyhodnéjsi pouZiti opsonofagocytarnich testl oproti detekci specifickych protilatek
metodou ELISA? Zukdzanych vysledkd vobr. 2 se zda, Ze ELISA testy byly vyrazné lepsi
v identifikaci protilatkové odpovédi.

4. Jaké je srovnani metodiky prezentované v této praci v porovnani s jiz publikovanou literaturou

zabyvajici se opsonofagocytarnimi testy? Pfindsi prezentovand metodika presnéjsi vysledky?

3.9.2019 v Praze
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