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PredloZena disertacni prace fesi aktudlni téma. Zvolené téma prace napomaha osvétlit
mechanismus vlivu organicky vazaného selenu na problematiku jeho pfenosu do organt u
kralikti, jako monitorovacich zvitat. Pozitivni plisobeni selenu v doporucenych davkach bylo
pokusné ovéfovano. Nadlimitni davkovani muZe byt spojeno s toxicitou tohoto prvku.
Odstupniované davky selenu v rizné forme& byly sledovany i z hlediska ovlivnéni struktury
lymfatickych organti a dal§ich parametr( souvisejici s imunitnim systémem kralikti. V praci je
prezentovan anglicky abstrakt, seznam zkratek pouZivanych v praci a tvod.

Uvod

Je pojat trochu netradi¢né s citaci literarnich zkratek pouZivanych v praci a tivod.
Cela prace ma 94 stran textu, dale 5 stran vloZenych barevnych snimku histologickych fezi
(34 oznalenych), 17 stran citaci autori. Dale je uvedeno na dvou stranach seznam 20ti
tabulek, déle jedna strana seznamu grafil a jedna strana citaci vlastni praci.

Literarni prehled
Je sepsan na stranach 25ti stranach. Je ¢lenén na dvé &asti. Prvni se tyka imunitniho
systému kralika a ma 6 zékladnich podkapitol (thymus, apendix, sacculum rotundus, mizni
uzliny, slezina a lymfatickéd tkéan sliznic). Tato podkapitola je Clenéna jeste¢ nad dil¢i casti
(lymfaticka tkan gastrointestindlntho traktu GALT, lymfatickd tkan dutiny nosni NALT,
mandle, Lymfaticka tkan bronchi BALT. Druha ¢ast se tyka selenu a jeho biologickych
vlastnosti. Je ¢lenéna rovnéz do 5ti subkapitol (selen, absorbce a metabolizmus selenu,
exkrece selenu, selenoproteiny, selen a imunitni systém. Tato subkapitola je dale ¢lenéna na 7
subkapitol (vliv selenu na funkci fagocyt, vliv selenu na lymfocyty, NK builkky a LAK
bunky, vliv selenu na lymfatické organy, vliv selenu na produkei protilatek, vztah selenu
k zanétlivému procesu, vliv selenu na metabolity kyseliny arachidonové, vztah selenu
k neplastickym procesiim). Autor v seznamu literatury cituje 209 autort a kolektiv. Néktefi
znich nejsou pouzity vtextu literarntho prehledu, ani diskuse. Jednd se naptiklad:
Bienenstock a Medermott(2005), Kiremidjian-Schumacher a Roy (1998), Powis, Mustacich a
Coon( 2000), Sitte, Huber, Grune, Landhoff, doecke, Von Zglinicki, Davis(2000), Spallholz
(1997), Whanger (2001), , Wolfram, Arduser, Scharrer (1985).
Naopak v seznamu literatury postradam citace Zakona o ochrané& zvifat 77/2004 Sb.a
provadeci vyhlasky 207/2007 Sb. Stejné tak i citace pouzitych programi Statistika a ANOVA

Cil prace je délen na 6 dil¢ich cill, které by mély naplnit ¢lenéni literarntho ptehledu.



Histologické vySetfeni lymfatickych organi a tkani (mizni uzliny, Peyerovy plaky,
apendix, slezina, thymus).
Immunohistochemické vySetfeni- prikaz CD 79+ bun&k v lymfatickych organech a tkénich
Sledovani koncentrace selenu v krevnim séru pokusnych zvirat
Vyhodnoceni vybranych krevnich parametril
Posouzeni fagocytarni aktivity neutrofila
Vyhodnoceni dal$ich souvisejicich parametrti (hmotnost Zivych zvifat, relativni hmotnost
sleziny).

Materiil a metody

Je uveden na 12 stranach se élenénim na 7 subkapitol. Sedma subkapitola je ¢lenéna
na dal§ich 6 dil¢ich kapitol v€novanych zpracovani biologického materidlu. Posledni Sesta
subkapitola je ¢lenéna na dalSich 5 &asti v€novanych histologickym a imunohistologickym
metodam vySetfovani vzorkd.

Byly provedeny dva experimenty po 3 skupinach zvitat po 6 kusech v trvani 9 tydn.
Odbéry byly provadény vzdy na pocatku, pak ve 4tém a 9tém tydnu pokusu. Primémy vék
kralikGt byl 7 meésici a plemeno ¢indila velka. Pokusnd skupina 1 v prvém pokuse byla
negativni kontrola bez pfidaného anorganického selenu 2. skupina dostavala 0,15 a tieti
skupina 9 mg pfidaného seleniitanu sodného na 1 kg susiny. Ve druhém experimentu nebyla
negativni kontrolni skupina. Ob& prvni skupiny v prvém i druhém experimentu byly nejleh¢i.

Ptidavky Aminovitanu s rozdilnym obsahem a formy selenu je uveden vyrobce smési
TM-MsK1. Neni uvedena vstupni analyza a forma granuli. Byly krmeny jen krmné smési
v obou experimentech?. V oddile 4.5 je uveden obsah selenu vkrmné smési 0,17 mg/kg
suginy krmné smési, ale v tabulce ¢ 2 jsou hodnoty odlisné 0,15 mg./ kg suSiny.

V daldich &astech jsou popisovany metody odbéru krve, zpracovani vzorkl
biologického materialu. Jedna se o metody analyz krve, histologické vySetfeni tkani a jejich
hodnoceni, imunohistochemicé zpracovani vzorki a statistické hodnocent vysledki.

Vysledky a diskuse

Tato kapitola je napsana na 48 stranach. Je ¢lenéna do 8 kapitol a ¢leni se na dalsi subkapitoly
v kapitole 5,3 na 5.3,1 histologické nédlezy v miznich uzlinach s opisem v krénich miznich
uzlinach, poplitealnich miznich uzlinach a mezenteridlnich miznich uzlinach. Déle pak na Cast
5,3,2, nalezy v Peyerovych placich. 5,3,3, apendixu, 5,3,4, ve slezin¢€ a 5,3,5 v thymu. Dalsi
kapitola 5,4, popisuje Imunohistochemické vysetfeni vénuje se zjisténim CD79 v jednotlivych
uzlinach a dalsich ¢asech.

Pramérné vysledky hmotnosti zvifat v prvém experimentu, jak je patrno z grafu ¢. 1
maji v&tsi rozptyl nez v experimentu 2 organickd forma podavani selenu. Koncentrace selenu
v krevnim séru ma nejvyssi hodnoty ve 3. skuping az 570 mg, v druhém pokuse 350 mg. Pii
poloviénim davkovani.

Vysledky jednotlivych zjisténi jsou uvedeny v prehlednych tabulkdch a vhodné
doplnény grafy. Jsou znich vytvofeny odpovidajici podklady pro statistické hodnoceni.
Pfinosem prace je doplnéni o 34 barevnych obrazovych pfiloh histologickych preparatii. Ty
vhodné dopltiuji vlastni vysledky v pfedchozi kapitole vysledky. Mozna Ze by mély byt
soucasti vlastnich vysledkd a diskuse. K této ¢asti mam tyto pfipominky: jsou dva pokusy



v popsaném uspofadani dostate¢né? Pfi hodnoceni tabulkovych vysledkli pismeny
v piipadech, Ze ve sloupci jsou stejna &isla (0, nebo 6) jsou adekvatni? U fotografii je prmosne
vyznageni hodnoceného detailu &ervenou Sipkou. Skoda jen, Ze nejsou oznadeny i daldf
detaily na snimcich.

Kapitola Souhrn zavér je sepsdna na Ctyfech stranach. V jednotlivych &astech
popisuje koncentraci selenu v krevnim séru z &ehoZ autor odvozuje vyznamny zavér, Ze ke
zvySeni doslo v prvnich 4. tydnech aplikace. P¥i dal$im pFidavani k narGstu jiz nedochazelo.

Ziva hmotnost kraliké se zvysila ve viech skupinach. Pii histologickém hodnoceni
stavby organli nebyly zjiStény patologické zmény. Celkovy podet leukocyth se pohyboval
vrozmezi referenénich hodnot. Nebyl prokazan uinek raznych forem davek selenu na
imunitni systém kralika.

Soucasti je 1 navrh na dal$i postup pfi planovani experimentd v této oblasti.

Vznesené pfipominky a dotazy nesniZuji vysledky uvedené v praci. Pro autora by
spiSe mély byt navodem korekce pii dalSich publikacich vlastnich vysledki. Pfi obhajobé& by
bylo vhodné, aby uchaze¢ odpovédél na tyto dotazy:

1. Vhodnost planovani suplementace krmnych davek selenem v riznych formach

2. Je histologickd dokumentace moZna vyuZit pfi priikaznosti vysledkd,

Zavér

Ing. Roman Konecfny prokazal schopnost samostatné védecké prace, zhodnocenim a
interpretaci vysledkii chemickych analyz, zpracovani a vyhodnoceni histologickych preparati.
Piinosem je zpracovéni a barveni fotografii histologickych preparatii.

K praci je priloZena citace autorovych 5ti védeckych publikaci s IF, 3 odbornych
recenzovanych publikaci a podil na certifikované metodice.

Doporuduji, aby disertaéni prace Ing. Romana Koneéného byla pfijata k obhajobé a po
usp&Sném obhdjeni a védecké rozpravé ve smyslu pFislusnych piedpisii mu byl ptiznan titul
PH.D.

V Ceskych Budgjovicich 4,12,2012
prof. Ing. Bohuslav Cermak, CSc.
Katedra genetiky, §lechténi a vyzivy zvifat
Zem&d&lska fakulta JU v Ceskych Bud&jovicich



Oponentsky posudek na disertaéni praci Ing. Romana Kone¢ného s nazvem
», V1iv selenu na lymfaticky systém kraliki“

Doktorska disertaéni prace pana Ing. Romana Kone¢ného piedstavuje uceleny
v&decky spis &itajici 141 stran véetn€ 20 tabulek, 14 grafi a 34 obrazkd. PiedloZena prace
byla vypracovana na Katedfe veterinarnich disciplin a kvality produktt Zemé&dé€lské fakulty
Jihoteské univerzity v Ceskych Bud&jovicich.

Po obsahové a formalni strance ma pfedloZena disertacni prace charakter fundovaného
védeckého dila. Prace je spravné vertikalné ¢lenéna do obvyklych kapitol, jeZ jsou jesté déle
tiéidény do odpovidajicich podkapitol logicky na sebe v prib&hu celé prace navazujicich.
Jednotlivé kapitoly jsou vzajemné vyvaZené, takZe nedochazi kjejich piekryvani a
zbyte¢nému opakovani jednotlivych faktd. Celkové uspotadani prace piiznivé ovliviiuje jeji
prehlednost. Ctivost prace viak v n&kterych kapitoldch neni tak piikladna, mnohdy by bylo
vhodnéj8i pouzivat vice béZnych ¢eskych vyrazi nez slov pfejatych z jinych jazykt. Nicméné
tato skute¢nost nijak nesniZuje vysokou odbornou troven prace.

Strucné k jednotlivym kapitolam:
Literdrni piehled

Tato kapitola je velmi dobfe zpracovanou redersi, kters obsahuje setfidéné informace
tykajici se tématu prace. V této kapitole mé zaujala pasdz o vlivu selenu na fagocyty,
lymfocyty, NK builky atd. Chtél bych se proto zeptat, zda se autor pfi studiu literatury setkal
rovnéZ sinformacemi o vlivu selenu na dendritické bufiky? Dendritické burky jsou
v soucasné dob& velmi intenzivné studovanou populaci bun¢k, mozné by to byl i dobry namét
pro dalsi studium, pokud se autor chce dale zabyvat vlivem selenu na imunitni systém kralikd.

Cil prdce

Cil prace je velmi dobfe formulovany. Byla vymezena jasna hypotéza a dil&i cile
préce. Tato kapitola zcela splituje sviij Gcel a oponent podle jeji formulace dokdZe snadno
ovéfit, zda se autor drzi navrzenych cilt a hypotézy.

Materidl a metodika

Tato kapitola je sepsana adekvatné k povaze predklddané prace. Ocefiuji podrobny
popis histologického a imunohistochemického vySeteni vzorkh v podkapitole 4.7.6.

Jedinou nepiesnosti je odkazovani na tabulku 1 v podkapitole 4.4 Pokusnd zvifata a
ustajent, ve skutecnosti autor odkazuje na tabulku 2, ktera je uvedena na strané 40.

Vysledky a diskuze

V této kapitole jsou velmi podrobn€ popsany vysledky, které jsou ihned
konfrontovany s vysledky, kterych dosahli jini autofi. Velmi vhodn& autor spojil kapitoly
,»vysledky“ a ,diskuse” do jedné kapitoly, coZ umoZiiuje vétsi prehlednost prace. Zaroveil
autor pouZzil grafy pifimo do textu, coZ rovné€Z umoZiiuje rychlou orientaci ve vysledcich. V
textu jsou odkazy na obrazky, které tvofi fotografie mikroskopickych preparatl, které byly



zpracovany na velmi vysoké trovni. Obrazova dokumentace je jednou z nejsilnéjSich stranek
prace.

Souhrn a zdavér

Zaver prace odpovida pln€ dosazenym vysledkiim a zcela objektivn€ dokladd splnéni
cilt, které si autor kladl. T pfes negativni nalezy v histologické stavbé lymfatickych organd
autor neklesd na mysli a zcela racionalné navrhuje dal§i smér svého badani, a to vyuziti
priatokové cytometrie pro studium bunéénych populaci imunitniho systému kralika.
Seznam pouZité literatury

Autor pouzil 209 literarnich zdroji, znichZz zhruba polovina byla publikovana

v poslednich 10 letech, coz doklada aktudlnost prace. Citovany jsou pfevazné zahraniéni
védecké prace.

Dotazy:
1. Vopraci byla pouZita organickd forma selenu v podob& selenizované fasy rodu
Chlorella. MiiZe tato Tasa obsahovat také jiné komponenty, které by mohly vyrazné
ovlivnit butiky imunitniho systému? Pokud ano, tak prosim uved’te n&jaky konkrétni

priklad.

2. Se zvySujici se davkou organické formy selenu rostl vyskyt CD79" bungk v dému
Peyerovych plakil. Mohl by autor objasnit, ¢im si tuto skutenost vysvétluje?

Celkové hodnoceni:

Jako oponent konstatuji, Ze disertaén{ prace splituje vSechny pozadavky kladené na
tento druh védeckého sdéleni, a proto

doporucuji, aby byla prijata k obhajobé
v doktorském studijnim programu Zootechnika, oboru Zoohygier}a a prevence chorob
hospodafskych zvifat na Zemé&d€lské fakulté JihoSeské univerzity v Ceskych Budgjovicich a
aby panu

Ing. Romanu Koneénému

na zaklad¢ jeji obhajoby byl udélen titul ,,doktor* (Ph.D.).

V Brné, dne 3. 12. 2012 Q -~
A £

Ing. Petr Sldma, Ph.D.
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Studium vlivu selenu na fadu fyziologickych a patofyziologickych procesti v organismu u
zvifat a studium patologickych zmén souvisejicich s karenci nebo toxicitou selenu patii
v dnesni dobé k stale aktualnim tématim. Proto kazda prace, jejimZ cilem je studium téchto
metod je pfinosem.

PredloZena disertaéni prace predstavuje spis o 141 strankach, €lenény jako prace obdobného
typu. Vétsinu diserta&ni prace predstavuje vlastni prace, ktera je doloZena 20 tabulkami, 14
grafy a 209 literArnimi citacemi. Sougasti prace je rovnéZz obrazova fotodokumentace s 34
mikrofotografiemi.

Cilem ptedkladané prace bylo rozsifeni poznatkii o vlivu anorganické a organické formy
selenu na strukturu lymfatickych organd a tkani u pokusnych krélikii a detekce hypoteticky
predpokladané lymfocytodeplece a atrofie lymfatickych organi u pokusnych kralikd po
suplementaci vysokymi, resp. nizkymi ddvkami selenu. Dil¢i cile pfedstavuje histologické
vySetieni lymfatickych organi a tkani, imunohistochemické vySetfeni — pritkaz CD79" bungk
v lymfatickych orgdnech a tkénich, sledovani koncentrace selenu v krevnim séru pokusnych
zvitat, vyhodnoceni vybranych krevnich parametrii, posouzeni fagocytarni aktivity neutrofild
a vyhodnoceni dalsich souvisejicich parametrti (hmotnost Zivych zvifat a relativni hmotnost
sleziny).

Disertadni price je zaloZena na dvou experimentech zaloZenych na suplementaci pokusnych
kralikd anorganickou a organickou formou selenu v riznych ddvkéach a hodnoceni vlivu této
suplementace na sledované lymfatické tkang a dalsi sledované parametry. Lze konstatovat, Ze
metodika prace je spravna a odpovida postupu k dosazeni uvedenych vysledki. Kapitola
Vysledky s diskuze je ¢lenéna do 8 dil¢ich bodii, dosaZené vysledky jsou kriticky hodnoceny
a srovnavany sudaji dostupnymi v literatufe. Souhrn a zavér prace odpovidd vytyCenym
cilim prace.

Vlastni prace je z formalniho hlediska standardni, z formalniho hlediska mam pouze drobné
piipominky k nékolika uvedenym citovanym v&tam v literarnim piehledu, které jsou
neobratné formulovany, coZ nepfispiva k jejich srozumitelnosti. Ptkladem budiZ ¢tvrtd véta
v kapitole 2.1.3. popisujici morfologii sacculus rotundus. PouZivané zkratky je vhodné
pouZivat v textu shodng, v pifpadé pouZité zkratky pro lymfatické noduly (LN) je v jednom
pfipadé na strang 17 misty této zkratky pouZita zkratka LF. U prvni v&ty na stran€ 50 chybi
literarni citace.



7 obsahové stranky poskytuje pfedkladand prace uceleny piehled o vlivu suplementace
riznymi davkami anorganické a organické formy selenu na sledované lymfatické tkané a
sledované parametry u pokusnych kralikd. Velmi podrobné je zejména hodnoceni zmén
mikroskopické struktury sledovanych lymfatickych tkani, jednak v pfehledném barveni (HE),
dale je vpredloZené prici vhodnd vyuzivano i specidlnich metod vcetné
imunohistochemického vySetfeni. Praci hodnotim jako velmi pfinosnou a jeji vyznam pro
prakticky a teoreticky rozvoj oboru spo¢iva v ziskani novych poznatkl o vlivu suplementace
riznymi davkami anorganické a organické formy selenu na lymfatické tkané€ kralika a dalsi
sledované parametry.

Na autora mam nasledujici dotazy:

Jaka je dostupnost specifickych (anti - rabbit) monoklondlnich a polyklonalnich protilatek,
vyuZitelnych v parafinovych fezech nebo v kryokatovych fezech v lymfatickych tkénich
kralika?

Je moiné Vrémci imunofenotypizace lymfocytfl a dalSich bun€k v lymfatickych tkanich

vvvvv

Jaké dal§i metody by podle Vas bylo vhodné vyuZit vevent. daldim vyzkumu vliva
suplementace selenu na lymfatické tkané& u kralika pro detekci imunofenotypu lymfocytl a
dalgich bung&k vyskytujicich se v lymfatickych tkanich?

Stanovené cile prace splnila. Mnou uvedené pfipominky jsou formdlniho rdzu. Doporucuji
pfedkladanou praci k obhajobé.

V Brn€ dne 30.11.2012 MVDr. Pe;tr Fw}um Ph.D.
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