Posudek na diplomovou praci Be. Lucie Pohankové ,,Protilatkova odpovéd’ na sliny
flebotomu*

Prace se zabyva protilatkovou odpovédi mysi na sliny Phlebotomus papatasi a stanovuje si tfi
hlavni cile.

1. Zjistit dynamiku protilatkové odpovédi a charakterizovat antigeny slin
2. Otestovat zkiiZzenou reaktivitu s antigeny slin jinych krev sajicich ¢lenovct
3. Zjistit vliv imunizace opakovanym sanim flebotomt na vyvoj leishmaniové 1éze.

Hned v uvodu je tieba konstatovat, ze vSechny tii cile byly splnény. Autorka se vénovala
dlouhodobé¢ studované problematice v laboratofi prof. Volfa, imunitni odpovédi na sani
flebotomtl. Prace ma 84 stran a je klasicky ¢lenéna na Uvod, Literarni piehled, Metodiku,
Vysledky, Diskusi a Souhrn. Nechybi piehled zkratek. Podrobny literarni ptehled popisuje na
20 stranach slozeni slin krev sajicich ¢lenovci, vliv slin na hostitele a protilaitkovou odpovéd
proti slindm. Opira se celkem o 146 citaci.

K Ptehledu mam nasledujici otdzky a komentare:
Str. 11: jak se uplatiuji sliny ve vyhledavani idedlniho mista bodnuti?

Str. 16, Obr. 1: popis kiivek je obracené, promastigoty v pfitomnosti lyzatu (plny ctverecek)
vyvoléavaji vétsi 1éze nez bez lyzatu.

Str. 23 nahote: co znamena z hlediska vyvoje imunitni odpoveédi indukce protilatek IgG1
(Th1/Th2 polarizace)?

Str. 23, Obr. 3: co je Control na obr. 3B, kdyz v legendé jsou kontrolni mysi ,,imunizovainy *
PBS?

Material a metodika podrobné popisuji fadu metod od chovu flebotomd, pies pitvy slinnych
7laz, imunizaci a infekci mysi leishmaniemi po imunochemické metody (ELISA, western
blotting a immunoblotting), ¢ipovou elektroforézu a statistické metody.

K této kapitole mam nasledujici ptipominky:
Str. 33: u firmy, kterd ma jednu lokalizaci se tato uvadi (AnLab Praha)
Str. 36: co znamend ,, vymrazeni* leishmanii z Kryobanky?

Str. 37: proc se tak vyrazné (az 25x) lisilo mnozZstvi slin pro potazeni jamek na ELISA test?
Proc¢ neni mnoZstvi antigenu vyjddreno v ug proteinu?

Str. 37: ¢im byla znacena sekundarni protilatka?

Str. 38: jakeé bylo uplné slozeni substratového roztoku (OPD nebo TMB)?



Str. 39: Proc je mezi pouzitymi roztoky pro western blot uveden odbarvovaci roztok pro
amidocern? Western blot je vysledek testu, metoda se jmenuje Western blotting.

Kapitola Vysledky je velmi podrobn¢ zpracovana. Vysledky jsou dobie graficky
zdokumentovany. V souvislosti s vysledky se nabizi otazka, proc¢ nebyly stanoveny
protilatkové podtridy IgG2a a IgG4?

Velmi podrobna Diskuse zahrnuje témei 9 stran. Autorka porovnava dosazené vysledky

s vysledky kolegt z laboratote i zahrani¢nich autort. Jednoznaéné¢ bylo prokazano, ze
opakované sani flebotomil vyvolava tvorbu specifickych protilatek proti antigentim slin,
zejména v podtiidé IgG1. Zda se, ze indukované protilatky jsou specifické pro konkrétni druh
flebotoma a nereaguji s antigeny jinych krev sajicich ¢lenovct veetné klistat. Naproti tomu

s antigeny slin Phlebotomus papatasi reagovaly i protilatky indukované slinami P.
perniciosus nebo dokonce slinami klistéte Ixodes ricinus. Cim by autorka vysvétlila tento
rozdil?

Autorka téz prokazala vliv imunizace slinami na velikost koznich 1€zi po inokulaci leishmanii
se slinami. V diskusi zmifnuje, Ze opakované sani neinfikovanych flebotomu vede k vyvoji
bunécéné imunity ktera chrani pfed leishmaniovou infekei. Miize autorka vysvétlit, o jaky typ
bunécné imunity jde a jak by ji prokdzala?

K formalni strance diplomové prace.

Diplomova prace je psana Cesky, 1 kdyz autorka je podle jména Slovenka. To je zfejmé
ditvodem obrovského poctu chyb ve shodé ptisudku s podmétem. I kdyZ vim, ze slovensky
pravopis ma jind pravidla, nebylo by snad problémem nechat si gramatiku zkontrolovat
nékterym z Ceskych kolegi. Neznalost eské gramatiky rovnéZ neomlouva Spatnou anglictinu
abstraktu.

Zaver: pres vyse uvedené nedostatky prezentovala Lucia Pohankova ve své diplomové praci
kvalitni vysledky, které nepochybné spliuji pozadavky na diplomovou praci a mohou byt
podkladem pro jeji ispésné obhajeni. Praci hodnotim jako velmi dobrou.

V Ceskych Budgjovicich 4. 6. 2014

Prof. RNDr. Jan Kopecky, CSc.



