Oponentsky posudek na bakalaiskou prici Evy Cernotikové
»Moznosti vyuziti HPMA v terapii mikrosporidiézy*

Cilem této prace bylo posoudit potencionalni moznost vyuziti HPMPA k eliminaci
mikrospsoridiové infekce za soucasného pouziti probenecidu sniZujiciho nefrotoxicitu vySe uvedené
latky. Pokusy byly provadény na modelech in vitro i in vivo.

Prace je ¢lenéna do nasledujicich oddilu:

V ramci literarniho Gvodu autorka ¢tenafe nejprve seznamuje s biologii mikrosporidii, dale
pak popisuje pouziti acyklickych nukleofosfatii, mezi nez patii i HPMA, k 1é¢bé virovych a
parazitarnich onemocnéni (str. 5 - 11).

Prace pokracuje popisem pouzitych metod (str. 13 - 19), na které navazuje kapitola vysledky
(str. 20 - 26), diskuse a zavéry (27 - 31).

Na str. 32 - 37 je uveden seznam citované literatury. Prace je doplnéna fotografickou
dokumentaci na str. 37 - 40.

K préaci mam pripominky tykajici se zejména pouZitych metod a interpretace vysledki. Z4dam

autorku, aby reagovala pouze na tuéné zvyraznéné dotazy.

eV nazvu prace by mél byt pouzit cely nazev testovaného preparatu v nezkracené podobé.

e Autorka neuvadi mnoZstvi pouzitych ATB a ATM v kultiva¢nim médiu, ani teplotu pro kultivaci
mikrosporidii a pro experimentalni pokusy in vitro (str. 13, 14).

Byly spory do pokusii piedistény? Pokud ano, tak jak, pokud ne, jak byly spory pocitiny?

e Neni uvedeno typové oznaéeni SCID mysi ani dodavatel (str. 14).

eV jakém rozsahu byly buiiky infikovany pied vlastnim experimentem in vitro? Nebylo by
lepsi nasadit do panelu neinfikované buriky, pfidat k nim pfesné mnozZstvi spor a nasledné se
pokusit o jejich prelééeni? (str. 14)

e 7 jakého diivodu byla pro infekci SCID mySi pouZzita dle mého nazoru znaéné vysoka
infekéni davka 7 x 10® spor? (str. 14)

e Domnivam se, ze kontrolni infikované nelécené skupiné mélo byt podavano alespon placebo, 1épe
by odfiltrovalo vliv piipadného stresu popfipadé poranéni sliznic, zvlasté pii opakovaném
kazdodennim podavani preparatu (str. 15).

e 7 metodiky neni zjevné, v jakych ¢asovych intervalech byly vzorky tkani histologicky
zpracovany. Pravdépodobné po thynu zvifat nebo tésné pfed tim. Pesnéjsi vysledky by dle mého
nazoru piinesl pokus, pii kterém by byly lé¢ené mysi postupné systematicky odebirany
k histologickému zpracovani v priibéhu celého pokusu (str. 15).

Pokusila jste se statisticky vyhodnotit pFezivani my$i? Pokud ano, jakym testem?

Byl néjakym zpiisobem vyhodnocen vliv HPMA a probenecidu na neinfikované buiiky?

Z popisu vysledku testovani vlivu probenecidu in vitro ani z uvedeného grafu a tabulky neni jasné,
ktera z testovanych koncentraci byla pouZzita.

e Graf 2. Nerozumim informaci ohledné mnozstvi vyluc¢ovanych spor v rozsahu hodnot 1 — 6
respektive 1 az vice nez 50. Lepsi by bylo tyto hodnoty néjak standardizovat jako napi. mnoZstvi
vyluc¢ovanych spor na gram trusu.

e Graf 3. Autorka uvadi, Ze prvni thyny byly zaznamenany 28 DPI. Z grafu je v8ak mozné odecist
prvni thyn az 30. den po infekci. Kde je chyba?

e Pro¢ nebyla do grafu 4 (infekce peritonealnich makrofagi) zapracovana viechna pokusna
zvirata? Vypovédni hodnota tohoto vysledku by byla mnohem vyssi.

eV prvnim odstavci na strané 29 autorka v souvislosti s mikrosporidiovou infekei pise nespravné o
parazitemii.

e O vétu niZe autorka uvadi, ze jednim z moznych vysvétleni pfezivani dvou pokusnych mysi by
pomérné dlouhou dobu, ale vyskyt spontanni mutace obnovujici funkéni imunitni systém téchto
my$i jsem nezaznamenal. Navic tuto domnénku si pochybujici autorka mohla ovéfit analyzou na
prutokovém cytometru. Ja bych pfezivani infikovanych pokusnych zvifat vysvétloval bud’
ucinnosti podavaného preparatu nebo neefektivni aplikaci infekéniho agens.

eV zavéru diskuze a v sumarizovanych zavérech autorka pise, Ze se preparat HPMA nejevi jako
vhodna terapie pro mikrosporidiézu z diivodu nepfiznivého vlivu na organismus a nedostate¢né



¢innosti na mikrosporidiovou infekci. S témito zavéry nemohu souhlasit, jelikoZ samotny vliv
HPMA na neinfikovana zvifata autorka netestovala. Pokud se ji preparatem
podaiilomikrosporidiézu vyvolanou davkou 7 x 10® spor, ktera dle mého nazoru 70 x piekracuje
standardni infek&ni davku, vylécit byt jen u dvou jedinci ze Sestnacti, pak se mi efekt preparatu
jevi naopak slibnym.

Na samém konci diskuse se autorka uchyluje k tezi, Ze lepsi nez 1é¢it mikrosporididzu je 1€Cit
pfimo HIV infekci. Teorie je to zajimavé, pramalo v3ak bere ohled na pacienty trpici vrozenou
imunodeficienci popifipadé pacienty imunosuprimované z divodu transplantaci ¢i v diisledku
protinadorove terapie.

Vzhledem k tématu prace bych v ramei tivodu & diskuze uvital zminku o dalSich potencidlné
terapeutickych latkach, které se proti mikrosporidiim vyvijeji, napf. syntetické analogy polyamin.

Praci doporucuji k obhajobé, autorka se pravdépodobng v pribéhu feseni projektu seznamila s fadou
laboratornich metod a sepsanim diplomové prace prokazala schopnost prace s védeckou literaturou.
Zadani prace v tomto rozsahu studentovi bakalafského programu v3ak nepovaZuji za St'astne.
Rozumngj§i by dle mého nazoru bylo rozdélit tuto praci na dvé samostatné studie (in vitro a in vivo) a
postupné je v bakalafské a magisterské praci mnohem diikladnéji zpracovat.

V Ceskych Budgjovicich 22. ledna 2008 RNDr. Jifi Salat, Ph.D.
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