Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Petera Zavita ,,Adjuvant mucosal

immunization of mice against influenza virus*

O aktualnosti tématu piedlozené disertaéni prace v dobé epidemii ,,ptaéi® a ,,prase¢i*
chiipky snad nikdo nepochybuje. Sami se ze sdélovacich prostiedki pfesvédtujeme o tom, Ze
piiprava nové vakeiny proti aktudlnimu subtypu chiipkového viru neni jednoducha a vyZaduje
&as. Z tohoto hlediska se jevi jako velmi zajimavé a vyznamné zejména vysledky Petera
Zavita ukazujici moznost dosazeni inter-subtypové protektivni imunity intratrachealni
imunizaci inaktivovanym virem spolu s Bacillus firmus jako adjuvanciem. Je dillezité, aby se
patogen setkal s i¢innou obranou jiZ v brané vstupu infekee, kterou je pro virus chfipky
sliznice respiraéniho traktu. Intramuskulérni imunizace v soucasné dobé provadéna u lidi
dostateénou slizniéni imunitu neindukuje. Mgr. Zanvit prokédzal, Ze je mozné indukovat
protektivni slizniéni imunitu inaktivovanou vakeinou opét diky adjuvantnimu uéinku B.
firmus.

PiedloZena disertatni prace ma tictyhodny rozsah 113 stran a je zaloZena na tfech
publikovanych Elancich a dvou dosud nepublikovanych rukopisech. U dvou publikaci je Peter
Zanvit prvnim autorem a jde o publikace v kvalitnim ¢asopise Immunology Letters (IF mezi
2,3 a2,6). U piedlozenych rukopist je Mgr. Zanvit prvnim a druhym autorem a Casopis
Vaccine, do kterého byl jeden z nich zaslan, ma IF 3,3.

Uvod na 62 stranich je velmi dobte zpracovan, prvnich 40 stran na mé& piisobilo jako struéné
modern{ uéebnice imunologie. Autor se zde vénuje slizniénimu imunitnimu systému, pattern
recognition receptortim, imunitnimu systému respiraéniho traktu, viru chiipky véetné imunity
proti chiipkové infekei a vakcinace a nakonec bakterii Bacillus firmus z hlediska jejich
adjuvantnich u€inktl. Pro méné zasvéceného tendfe je piipojen piehled pouZitych zkratek.
Cile prace jsou jasné formulované a jiZ na tomto misté je moZno konstatovat, Ze byly beze
zbytku splnény.

Materidl a metody souborné uvedeny nejsou protoZe je 1ze najit u jednotlivych
publikaci a rukopist které jsou soucésti disertace. Pouzité metody zahrnuji pfipravu viru a
bakterie B. firmus, imuniza¢ni schémata a metody hodnoceni indukované imunity. V ramci
téchto metod jsou uzity ELISA testy k determinaci protilatek, ke stanoveni cytokint byla
pouzita ELISA, RT-PCR nebo Real-time PCR. Posledné jmenovana metoda byla vyuZita i
k méFeni genové exprese po vakcinaci a zahrnovala geny pro Toll-like receptory, interferony,
Th1/Th2 cytokiny, iNOS a dalsi proteiny. Pouzité metody byly adekvétni feSené problematice

a zahrmovaly i moderni metody molekularni genetiky. V souvislosti s metodikou mam pouze




jeden dotaz. V ¢lanku v Immunology Letters (2005) jsem se setkal s titrem namnoZeného viru
1,2x10* EIDsp/ml. Zda se mi to mélo, agkoli jsem s virem chiipky nikdy v laboratofi
nepracoval.

Kapitola vysledky shrnuje na 15 stranich vysledky jednotlivych publikaci. Za
vyznamny v prvni prici povaZuji fakt, Ze adjuvantni intratrachedlni imunizace vyrazné zvysila
IgA a IgG protilatky v bronchoalveolarni lavazi i IgG protilatky v séru, €ili slizniéni
imunizace se projevila i vyraznym zvy$enim systémové imunitni odpovédi proti viru chipky
typu B. Zajimavé je sniZeni proliferace splenocyti ze zvifat imunizovanych in vive
inaktivovanym virem po stimulaci timto virem in vitro ve srovndni s nestimulovanymi
splenocyty a sniZeni produkce cytokind v ex vivo kulturdch splenocyti z kontrolnich zvifat
stimulovanych inaktivovanym virem. Jak si autor vysvétluje imunosupresi inaktivovanym
virem?

Ve druh€ publikované praci byl potvrzen adjuvantni G¢inek B. firmus na intranasalni
imunizaci inaktivovanym virem chfipky typu B u morgat. DilleZité je, Ze po adjuvantni
imunizaci dolo k vyraznému zvySeni virus-neutraliza¢nich protilatek.

Jak jsem jiz uvedl, velmi vyznamny se mi jevi vysledek dokazujici zki{Zenou
protektivni imunitu indukovanou slizni¢ni imunizaci inaktivovanym virem + B. firmus.
Takovéto imunizace, povolena u lidi, by alespoii éaste¢né vyiesila problémy s vyvojem

vakein proti epidemicky aktudlnimu subtypu viru. V souvislosti s timto vysledkem bych se

cht€l autora zeptat, ¢im byla podie néj zpiisobena crossprotekce. Zkouseli jste ziskand séra na
zki'iZenou reaktivitu ve virus-neutralizacnim testu? Miize DBF zvySovat crossprezentaci
antigenii chiiipkového viru? MiiZe crossprotekci vysvétlit aktivace CTL, kieré nejsou
subtypové specifické?

Dalsi dosud nepublikovany rukopis potvrzuje indukei zk¥iZzené ochrany pii vakeinaci
na sliznice spolu s B. firmus u fylogeneticky odlidnych driftovych variant chtipkového viru
typu B.

Posledni rukopis jiz spadd do oblasti molekularni imunologie a snaZi se osvétlit
mechanismy adjuvantniho efektu B. firmus. Autofi dokazuji, Ze adjuvantni imunizace
inaktivovanym virem chiipky + B. firmus zfejmé aktivuje plasmacytoidni dendritické buiiky,
které jsou vyznamnym zdrojem interferonti I. typu. Velmi &asné po imunizaci doglo
k polarizaci imunitni odpovédi smérem k Thl, coZ znamena vyvoj bunééné antivirové
imunity.Ovlivnéni pfirozené imunity adjuvanciem se nepochybné promita i do regulace
adaptivni specifické imunity. Vzhledem k tomu, Ze prdce je metodicky ndrocnd a na publikaci

Je uvedeno 11 spoluautori, zajimal by mé podil disertanta na této prdci.




PredloZena disertaéni prace nepochybné obsahuje nové poznatky, které se tykaji
vyuziti B. firmus pro slizniéni imunizaci proti chipkové infekei. Tyto poznatky maji soucasng
i velky aplika¢ni potencial. Prace je napsana prehledng, kvalitni angliétinou s minimem
preklept. Uzavira jednu etapu vyzkumu adjuvantni imunizace proti chfipce a soucasng otevira
dalsi vyzkumné sméry, které se tykaji zejména objasnéni imunologické podstaty

crossprotekce dosazené s pomoci B. firmus.
Zavér: Disertacni prace prokazuje pfedpoklady autora k samostatné tvofivé védecké praci a

k udéleni titulu Ph.D. za jménem. Disertaci jednoznaén& doporucuji k obhajobs.
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