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Oponentsky posudek na disertaéni praci RNDr. Bohumila Saka

Doktorska disertacnf prace RNDr. Bohumila Saka ,,Mechanismy imunitni odpovédi na infekci
mikrosporidii Encephalitozoon cuniculi in vivo: role humoralnich protilatek® sestava celkem z 89
stran textu a jeji podstatnou ¢ast tvori publikované préce, popf. rukopisy publikaci. Predlozena
disertacni prace je v mnoha rysech podobna diserta¢ni praci RNDr. Pavliny Branfuchsové-Tinavské,
Ph.D. ,,Studium mechanismii imunitni odpovédi pii infekei mikrosporidii Encephalitozoon
cuniculi* (2002) a disertaéni praci RNDr. Jifiho Salata, Ph.D. ,,Imunitni odpovéd’ na infekci
mikrosporidiemi rodu Encephalitozoon(2003). Spolecnym jmenovatelem viech praci je nejenom
problematika imunitni odpovedi na infekci mikrosporidiemi, ale také celkova struktura disertacni
prace. Tuto skutecnost hodnotim jako vyraz koncepénosti a postupného rozvijeni dané problematiky.
Velmi kladné také hodnotim, ze piedlozena disertacni prace byla podporovana grantovymi projekty a
ze se RNDr.Bohumil Sak aktivné zacastnil viech ,rituali spojenych s grantovym systémem pfi

financovani védy a vyzkumu.

Doktorska disertacni prace RNDr. Bohumila Saka je psana ¢astecné v jazyce eském a ¢astecné
v jazyce anglickém. Podle pouzitého jazyka lze praci rozdélit na dvé ¢asti. Cesky text zahrnuje ¢asti
literarni prehled v prvni Casti disertatni prace, diskusi a zavér. Prostiedni anglicka ¢ast prace sestava z
3 publikaci, (oznacenych 2.1., 2.2, 2.5), jednoho rukopisu prijatého do tisku (2.3) a jednoho rukopisu
zaslan¢ho do redakce ¢asopisu (2.4). RNDr. Sak je prvnim autorem dvou publikaci (2.2., 2.3.), které
obsahove odpovidaji nazvu disertace a je spoluautorem dalSich tii praci (2.1., 2.4., 2.5). Detailngjsi
pohled na publikované prace a rukopisy nabizi zamys$leni o koncepci a struktute disertaéni prace.
Vzhledem k tomu, Ze v disertaci nejsou ve formé samostatné kapitoly jednozna¢né formulovany cile
disertatni prace. je na oponentovi, aby posoudil sam, do jaké miry souvisi jednotlivé predlozené prace
arukopisy s vlastnim nazvem disertace. Ur¢itou pomoci mu mohou byt komentafe na Gvod kapitoly
Vysledky (str. 21-22). Tyto komentare jsou dle mého nazoru dilezité, protoZe napf. objasiiuji zaiazeni
publikované prace (2.5.) (s poznamkou ..dodatek™), ktera obsahuje vysledky magisterské prace RNDr.
Saka. Bez objasnéni by uvedeni vysledka magisterské price do prace disertaéni bylo pfinejmensim

nezvyklé. Takto vsak predstavuje podporu koncepénimu piistupu k dané problematice.
| ) |

Dalsi poznamka se tyka dvojjazycnosti textu disertace. Po prostudovani celého textu disertace se
domnivam, Ze by bylo vhodnégjsi sepsat celou disertaci v anglickém jazyce. Bez ohledu na obsah
disertacni prace povazuji kombinaci ¢eského a anglického jazyka za nepfilis vhodnou a v piipade

komentovaného souboru publikaci preferuji predlozeni prace pouze v anglicting.



Predlozeni publikovanych vysledki v doktorské disertacni praci stavi oponenty do ponékud
nepiijemné situace. Obtizné se hodnoti kvalita disertacni prace, kdyz prioritni vysledky byly
publikovany v mezinarodnich impaktovanych ¢asopisech po regulérnim recenznim fizenim? Proto se

v posudku soustiedim spise na komentar ke zvolenému tématu a zhodnoceni vlastnich vysledki.

Téma predlozené disertacni prace povazuji za aktualni a také za atraktivni. Ocenuji strategii
adoptivnich prenosu lymfocyti pred infekei mikrosporidiemi v kombinaci s vyuzitim mysi
s defektnimi geny pro syntézu cytokinu a riznych zptsobu infekce za soucasného vyuziti vysledki
magisterské prace (anti-exospore monoclonal antibody). Timto spojenim doslo k originalnimu
kombinaci experimentalnich metod pro studium bunécné imunity i humoralni imunity. Jak jsem jiz
naznacil v ivodu, domnivam se, ze prace RNDr. Saka je nazornym piikladem postupného,
cilevedomého a hlavné tymového piistupu k fesené problematice. Samoziejmé je nutné v tomto
pripadé také vyzdvihnout tlohu skolitele a vSech spolupracovnikii. Neodpustim si v§ak dotaz, zda
vySe zminéna kombinace metodickych postupt byla cilené planovana nebo zda je vysledkem ,.shody

okolnosti*.
Ke kapitole Vysledky mam nasledujici dotazy a pripominky:

- prosim o upfesnéni metodického zaméreni/podilu autora disertace v ramcei jednotlivych

publikaci/rukopisu
- prosim o vysvétleni poradi jednotlivych rukopist a publikaci

- autor disertace pracoval s monoklonalni protilatkou proti exospore mikroporidii; lze
predpokladat jiné vysledky, kdyby byla k dispozici monoklonalni protilatka proti

sporoplasmé E. cuniculi?

- jak by autor disertace posoudil vyznam specifickych protilatek pri jinych zptisobech infekce

mikrosporidiemi (napf. o¢ni infekce mikrosporidiemi nebo svalové mikrosporidiozy)?

Nasledna cast Diskuse na osmi stranach srovnava vysledky s diive publikovanymi daty. Tato ¢ast
diserta¢ni prace je psana srozumitelné a charakterizuje vyznam jednotlivych slozek imunitni odpoveédi
na infekci mikrosporidiemi. Diskuse je sepsana velmi komplexné a pokud by byla sepsana
v angli¢tiné, mohla by byt publikovana jako aktualizovana souhrnna prace o imunitnich
mechanismech pii infekei savéich hostiteli mikrosporidiemi. Na druhou stranu konstatuji, ze v takto

pojaté Diskusi se trochu ztraci™ vlastni vysledky autora disertace.

Dalsi ¢asti prace je kapitola Zdvéry, ve které se opakuji v ceském jazyce vysledky jednotlivych
rukopist a publikovanych praci. Ve formé péti hlavich odstavel jsou v této casti disertacni prace
shrnuty hlavni dosazené vysledky. Na zavér této ¢asti disertacni prace je v podobeé Sestifadkového
odstavce formulovana role protilatek pii infekei mikrosporidiemi. K této formulaci prispél svymi

vysledky také RNDr. Bohumil Sak.



Formalni aprava disertaéni prace RNDr. Bohumila Saka je na standardni arovni s minimalnim

poctem pieklept a formulaénich nepiesnosti.

Zavérem oponentského posudku konstatuji, ze vysledky zpracované v doktorské disertacni praci a
RNDr. Bohumila Saka hodnotim pozitivné. Je ziejmé, ze disertacni prace je vysledkem reseni
konkrétniho védeckého tikolu a obsahuje fadu prioritnich vysledki. Splnuje tim pozadavky kladen¢ na
doktorskou disertacni praci, které jsou formulovany ve Studijnim a zkusebnim radu BF JU.

Doktorskou disertaéni praci RNDr. Bohumila Saka proto doporucuji k obhajobé.

V Brné 28. ledna 2006 , ;¥ 7y

Prof. MV Dr. Bfetislav Koudela, CSc.

koudelabiwiviu.cz, koudelal@paru.cas.cz

Lad



Oponentsky posudek na doktorskou dizertaéni praci Mgr. B. Saka

»Mechanizmy imunitni odpovédi na infekci mikrosporidii Encephalitozoon

cuniculi in vivo: role humoralnich protilatek".

Téme dizertace vychézi z nékolika skuteénosti. Mikrosporidie Encephalitozoon
cuniculi je jednou z nej¢ast&jsich sav&ich mikrosporidii, infekce ji plisobené se
vyskytuji i u &lovéka. Rada téchto infekeich je diky imunodeficienci hostitelt
patentnich, ale pfitomnost sérovych protilatek ukazuje, Ze latentni asymptomatické
infekce jsou relativné ¢asté. Je to také prvni, a zatim jedind mikrosporidie, jejiz
genova sekvence je znama. Dalsi skuteénosti je, Ze Encephalitozoon cuniculi je
snadno péstovatelna in vitro a in vivo, je oblibenym laboratornim modelem a imunitni
reakce ji vyvoldvané se staly pfedmétem fady praci pracovnikii Parazitologického
ustavu. Prace Mgr.B. Saka a jeho spoluautorii na tyto prace navazuji a do uréité miry
je kompletuji.

Struktura prace. Price ma relativné obséhly literarni pfehled charakterizujici obecné
mikrosporidie, popisujici jejich taxonomii, morfologii, Zivotni cyklus a parazito-
hostitelské vztahy. Déle jsou popisovany lidské mikrosporidiové infekce, jejich
ptivodci a onemocnéni jimi vyvolavana. K vlastnimu tématu dizertace se pak literarni
uvod priblizuje v kapitole "Mikrosporidioza a imunitni odpovéd™, kterd v podstaté
shrnuje souCasné znalosti o struktufe a funkci sav¢iho imunitniho systému a stav
znalosti o reakcich imunitniho systému na mikrosporidiové infekce. Jeliko
vyznamnymi pomocniKy pfi vyzkumu reakci savéiho imunitniho systému na
mikrosporidiovou infekci jsou riizné kmeny mysi s genovymi defekty imunitniho
systému, je jejich pfehled zafazen do tivodni kapitoly.

Dalsi, kli¢ova ¢ast prace sestdva z 5 praci, publikovanych (2 prace), ¢i pfijatych do
tisku (1 prace), & zaslanych do tisku (1 price) v rozmezi let 2004-2005. V téchto
pracich je dizertant jednim z autorli a jeho vyznamna participace je potvrzena v
pisemném stanovisku spoluautorti.

Nésledujici Diskuse zasazuje vysledky pravé zminénych praci do kontextu celkovych
znalosti o reakci sav&iho organizmu na infekci mikrosporidii Encephalitozoon. Zavér
prace shrnuje dosaZené vysledky, které povazuji za vyznamné a které jsou metodicky
solidné podloZené. Odpovéd’ savéiho imunitniho systému na infekci mikrosporidiemi
v pfedkladaném souboru je potvrzeni dfive popsaného fenoménu Ze pro imunitni
odpovéd’ organizmu a pro to, zda organizmus mikrosporidiovou infekci pfezije, je
zasadni cesta, kterou se mikrosporidie dostala do téla hostitele. V experimentech
béZné€ pouZivana intraperitonedlni infekce se ukazala v fad€ pokusnych kombinaci
letalni oproti cesté peroralni. Prace v pfedkladaném souboru prokdzaly malou
protektivni G¢innost humoralnich protilatek a naopak prokazaly zdsadni ulohu
interferonu gamma a T lymfocyti.Podafilo se také prokazat vyznamnou imunogenitu
sporovych oballi mikrosporidii a ochranny vliv protilatek proti témto antigentim.

Pripominky a dotazy oponenta. V&t3i &ast mych pfipominek se tyk4 ddaji mimo
vlastni bud’ jiz publikované ¢&i do tisku pfijaté prace, které prosly kvalifikovanym
recenznim fizenim a jejichZ kvalita je tedy nespornd. Jedina z uvedenych praci byla
odeslana do tisku, ale neprosla dosud recenznim fizenim.



Prosim, aby béhem obhajoby dizertant odpovédél na mé nasledujici dotazy.

Ve vSech experimentech provedenych v ramci prace byl pouzit kmen
Encephalitozoon cuniculi EC2. Ke kterému genotypu tento kmen patfi? Je mozné se
domnivat, Ze rizné genotypy Encephalitozoon by se mohly li§it imunitni odpovédi,
kterou vyvolavaji a to v zavislosti na svém typickém hostiteli?

Jak vyzniva celkové srovnani imunitnich pochodt, které nasleduji po infekci
mikrosporidiemi s reakcemi imunitniho systému na jiné patogeny? Paradoxné totiz,
mikrosporidie se mohou mnoZit i v nékterych burikach imunitniho systému
(makrofagy), a jsou to prave tyto buriky, které roznaseji mikrosporidii do tkani a
organt hostitele. Jsou mikrosporidie diky své zvlastni intracelularni a
intracytoplasmatické lokalizaci chrdnény béhem merogonidlni faze cyklu pied
rozpoznanim imunitnim systémem hostitele? Lze si totiZ pfedstavit, Ze k prezentaci
mikrosporidiovych antigenti dochazi prevazné v pokro€ilejsi fazi infekce, kdy se
vytvofené spory, ¢i jejich obsah ocitaji v mezibunééném prostiedi.

Pro¢ intraperitonedlni infekce vedou u nékterych imunodefektnich mysi ke smrti,
zatim co k tomu pfi peroralni infekci nedojde?

Nékolik praci publikovanych pracovniky PaU ukézalo, Ze oko je efektivni branou pro
infekce mikrosporidiemi a Ze aplikace spor na povrch oka vede k rozvinuti systémové
infekce organizmu. Literarni ivod dizertace tuto skute¢nost pomiji. Existuji viibec
néjaké udaje

o immunologii infekci ziskanych pfes oko?

Na str. 2 je uvedeno, Ze u amitochondridlnich protist nebyla dokazana flize gamet,
avsak u mikrosporidii ano. Za prvé bych zde chtél uvést sviij osobni nazor, Ze dikazy
existence gamet u mikrosporidii jsou velmi nejisté. Za druhé by se mél dizertant
vyjadfit k terminu "amitochondrialni protista". Mysli tim protista s klasickymi
mitochondriemi, €1 také protista u kterych existuji mitochondrialni relikty v podobé
mitosomi? Existuji viibec opravdu amitochondridlni protista?

Na str. 2 je uvadéna pfitomnost chitinu jako dikaz pfibuznosti mikrosporidii a hub.
Obecné vzato chitin nema fylogenetickou vypovidaci hodnotu, jeho distribuce je
velmi ndhodna a ani u hub neni vZdy pfitomen jako dominantni prvek bunééné stény
(na pf. kvasinky).

Na str. 2 jsou uvedeny znaky odliSujici mikrosporidie od hub ("buné¢na struktura
podobna protistim", pfitomnost ergosterolu v membranach, absence bunééné stény").
Formulace téchto rozdill je nejasnd, protoZe jakoby fikala, Ze houby nemayji

v bunééné membrané ergosterol, coZ neni pravda. Naopak literarni udaje konstatuji,
Ze mikrosporidie ergosterol v buné¢né membrané nemaji. Prosim o vysvétleni a
eventuelni provedeni opravy v praci. RovnéZ neni pravda, Ze mikrosporidie nemaji
bunéénou sténu. Elektrondenzni vrstva, ktera se objevuje na buiikach mikrosporidii
béhem sporogonie je evidentné formou buné¢né stény.

Na str. 2 je uvedeno, Ze v soucasnosti jsou mikrosporidie fazeny do fiSe Fungi na
zakladé sekvenci proteini. Je tomu skuteéné tak, nebo jsou to sekvence nékterych
genl, kodujicich proteiny, které vedou k t€émto zavérim?

Prosim o vysvétleni nejasné formulace na str. 3 "polova trubice je tvofena ...vrstvami
proteini jez tvofi vesikuly pfipominajici Golgiho aparat.



Na str. 4 je uvedeno, Ze mikrosporidie Enterocytozoon ma v merogonii jadra
v diplokaryontnim uspofadani. To neodpovida skutecnosti.

Na str. 5 je uvedeno, Ze na stavb& parazitoforni vakuoly Encephalitozoon se podili jak
parazit tak hostitel. Prosim o doplnéni literarni citace k tomuto diileZitému udaji.

Na str.8 jsou uvedeny pfipady mozkové mikrosporidiozy,, ale neni uvedeno u kterych
mikrosporidii byla infekce mozku zjiSténa.

Str. 9. vaskulatirida ma byt vasculitis.

Na str. 10 je uvedeno, Ze primérni cesta infekce mikrosporidiemi zahrnuje ingesci,
nebo inhalaci. Neni zde ale uvedeno, Ze experimentalné bylo opakované prokazéno,
Ze je moZna i infekce pies oko.

Dalsi drobné formulaéni nepfesnosti, ¢i neobratnosti jsem oznagil v textu a pokladdm
za zbytecné je v posudku specifikovat.

Zavér. PredloZena prace splituje po formalni a obsahové striance naroky na
doktorské dizerta¢ni priace. Soubor praci, jenZ tvofi jeji ziklad pFinasi hodnotné
informace o reakci jednotlivych sloZek imunitniho systému na infekci modelovou
mikrosporidi Encephalitozoon a prokazuje schopnost dizertanta Fesit naro¢nou
védeckou problematiku na moderni metodické arovni. Doporucuji tedy aby
pFedloZend price byla pFijata jako podklad pro obhajobu a udéleni titulu
doktor.

Prof. RNDr. Jifi Vavra, DrSc.

Katedra parazitologie BF JU v Cs. Budéjovicich CL / 7
25.1edna 2006 Ik U/N



Posudek na doktorskou diserta¢ni praci
Bohumila Saka
,Mechanismy imunitni odpovédi na infekci mikrosporidii
Encephalitozoon cuniculi
in vivo: role humoralnich protilatek*

Diserta¢ni prace Bohumila Saka ma 89 stran (ivodni stranky nejsou zapocteny) a sestava
z uvodu, literarniho piehledu (20 stranek), vysledki (47 stran), diskuse (8 stran), zavért (3
strany) a citované literatury (131 poloZka).
Literarni pFehled, na poméry ¢eskobudé&jovické disertace nezvykle dlouhy, nicméné
tématicky velice dobfe cileny, seznami ¢tenafe logickou a srozumitelnou formou se
zakladnimi informacemi o mikrosporidiich a mikrosporidiéze s diirazem na Encephalitozoon
cuniculi jakoZ 1 o imunitni odpovédi na mikrosporidiovou infekci, zeyména o funkci
mikrofagl, T lymfocytii, kli€ovych cytokini a o tvorbé protilatek. Nechybi ani seznameni
s experimentalnimi modely, na nichZ byl vyzkum provadén.
Vysledky, klicova ¢ast celé disertace, sestava z péti autorovych publikaci, z nichZ prvni a
druha vysly ve Folia Parasitologica, tfeti byla pfijata do tisku v Parasite Imunology, ¢tvrta
byla do stejného ¢asopisu poddna a pata vysla v Parasitology Research; u tfech z nich je
ani neni soucasti disertace, myslim ale, Ze je spravné, Ze byla pro uplnost také piiloZena.
Prace GspéSné prosly (nebo pravé prochézeji) naroénym recenznim fizenim v renomovanych
Casopisech, coZ potvrdilo jejich vysokou uroveri.
Diskuse shrnuje vysledky jednotlivych praci a konfrontuje je literarnimi udaji.
Zavéry shrnuji pfehlednym zpiisobem hlavni ziskané poznatky.
Literatura obsahuje citace zmifiované doktorandem v literarnim pfehledu a diskusi.

Aby recenzent prokazal, Ze celou praci se v§im vSudy skute¢né precetl, musi uvést seznam
pravopisnych a formalnich chyb, nedostatki a preklepi, které pti ¢etbé odhalil. Pokud je tento
seznam tak kratky jako u disertace Bohumila Saka, miiZe to znamenat bud’ $patnou praci
oponenta nebo dobrou praci autora (zde myslim plati druh4 varianta):

Str. 2 fize

Str. 25 obligatni Sevak, Prague

Str. 36 Pfi porovnani vysledki ,,completely different from those of el Fakhry et al. (1998)*
miZe meéné soustfedény ¢tendf ztratit orientaci, které vysledky jsou od kterého z autort.
UZite¢né voditko: citovany autor uvadi obsah protilatek v titrech.

Str. 44 .. significant survival prolongation of survival was observed...

Str. 76 Lécba monoklonalni protilatkou P5/HI aplikovanou intraperitonediné vyznamné
prodlouzila prezivani....... zatimco v pripadé intraperitonedlni infekce ...

Prace je logicky €lenéna a srozumitelng napsana. Z diivodu nedostatku jinych formalnich
nedostatkii si dovolim kritizovat samotny nazev doktorské disertaéni prace - nelibi se mi
podtitul ,,role humordalnich protilatek*. Jednak proto, Ze ,,celularni protilatky* zt&7i budou mit
n&jakou roli, ale hlavné proto, Ze tento nazev nevystihuje skuteény obsah prace. Publikace
tvofici jadro disertace nepojednavaji vyhradné o protilatkové odpovédi — autor se zabyvairoli
klicovych cytokinti, T lymfocyti, NK bungk... Pointou prace, ktera, ackoliv to autor ze
skromnosti pfili§ nezdiiraziuje, vyvstava na n&kolika mistech, je, Ze, ackoliv literarni udaje
pii infekei intracelularnimi organismy zdiiraziiuji rozhodujici tlohu bunécnych reakei, pfi



imunitni odpovédi na infekci Encephalitozoon cuniculi jsou humoralni a celularni
mechanismy navzajem provazany a k nastoleni projektivni imunity je za pfirozenych
podminek nezbytna kooperace obou slozek. A to by se mélo obrazit 1 v nazvu disertace.

Ani po vécné strance nelze doktorandovi nic zasadniho vytknout. Prokazal, Ze ma dobry
ptehled o sledované problematice, dokaZe koncepéné planovat experimenty, zvlada provadéni
naro¢nych imunologickych testl a vysledky dokéZe adekvatn€ vyhodnotit. Tyto schopnosti
doktoranda nejlépe dokladaji jeho publikace v impaktovanych ¢asopisech.

Bohumilu Sakovi bych si dovolil poloZit tyto dotazy:

1. MiiZete, prosim, pii obhajobé shrnout, jaka je podle nejnovéjsich poznatki role protilatek
proti Encephalitozoon cuniculi a kde vSude se pii imunitni odpovédi protilatky uplatiiuji ?

2. Jakymi mechanismy ovliviiuje pfitomnost/nepfitomnost IL-12 a IFN-y tvorbu protilatek
proti Encephalitozoon cuniculi ?

3. Proc¢ se tak vyrazné 1isi odpoveéd’ na blizce ptibuzné druhy Encephalitozoon cuniculi a
Encephalitozoon intestinalis ?

4. Do jaké miry se VaSe zjiSténi o dynamice protilatkové odpovedi u mysi shoduji s tidaji o
tvorbé protilatek pfi mikrosporidiézach ¢lovéka ?

5. Soucasti doktorské prace neni souhrnna kapitola o metodice a v publikacich jsou tdaje o
jednotlivych metodéach velice struéné. Proto bych se chtél zeptat na n€kolik detailt
ohledn& ELISA testu na stanoveni IgA, IgG a IgM proti Encephalitozoon cuniculi:

a) Jaky byl systém vyjadfovani kvantitativnich vysledkt? V piislusné publikaci je
v popiskach ke grafiim uvedeno, Ze obsah protilatek je v % NCC (koncentrace
protilatek u negativni kontroly), v metodice Ze ,,absolute IgA, IgG and IgM
concentrations were calculated on the basis of optical density of positive controls
containing known amount of antibodies “.

b) Nejsou hladiny protilatek v séru ponékud nizké ? Maximalné bylo dosaZeno
Ctyinasobku negativni kontroly u IgG, u IgM a IgA se horkotéZko pfiblizuji
dvojnasobku. Dle odbornikti na ELISA testy (Dr. Petr Manéal) by méla hranice
positivity leZet nékde alespoi mezi dvojnasobkem a trojnasobkem vysledki
negativnich vzorki. Citovani El Fakhry et al. uvadgji titry 1:1 000 — 1:19 000.
Nemobhla vysledky poznamenat kompetice protilatek jednotlivych tiid ?

¢) Proc byla dle Vaseho nézoru protilatkova odpovéd’ v extraktu ze stolice

d) Velice mne zaujalo, Ze pfi reinfekci (na rozdil od protilatek tiid IgG a IgA) se
nezopakovala odpoveéd’ protilatek tfidy IgM v séru. Byl tento jev popsan i pfi
odpovédi na jiné druhy mikrosporidii ?

Zavér: JelikoZ prace Bohumila Saka ,,Mechanismy imunitni odpovédi na infekci
mikrosporidii Encephalitozoon cuniculi in vivo: role humoralnich protilatek* spliiuje
viechny poZadavky kladené na doktorskou disertaci, doporuéuji jeji kladné piijeti.

V Praze, dne 6. inora 2006 RNDr. Petr Kodym, CSc.



