Posudek na magisterskou diplomovou prici be. Jifiho Jelinka
» Vliv interferonu gama (IFN-y) a specifickych polyklonalnich protilitek na prubéh
experimentalni perorilni infekce Encephalitozoon cuniculi in vivo*

Téma diplomové prace zapadd do dlouhodobého projektu vyzkumu imunitni odpovédi na
Encephalitozoon cuniculi; Be. Jifi Jelinek navazuje na pifedchozi studie a dopliuje dalsi
dilezité udaje do mozaiky poznani imunity proti mikrosporidiim. Prace byla podpofena
grantem GACR.

Magisterska diplomova prace Jiftho Jelinka ma 46 stran. Je uvozena jedenactistrankovym
literarnim pfehledem, shrnujicim zakladni udaje o mikrosporidiich, Encephalitozoon cuniculi
1 0 imunitni odpovédi na mikrosporidiovou infekci. Literarni prehled je vskutku prehledny, je
smérovan k tématu vlastni prace a neni zahlcen balastnimi tidaji. Cile prace jsou formulovéany
jasné a jednozna¢né a hned je tfeba predeslat, Ze byly beze zbytku naplnény. Pouzity material
a metody jsou popsany na 10 strankach tak, Ze je podle navodu mozno pokusy reprodukovat.
Jasné jsou i vysledky (7 stran), které jsou dobie patrné i ze 7 grafii. Pouze zpusob, jakym jsou
srovnavany a statisticky vyhodnocovany hladiny IgG anti-E. cuniculi (str. 27, 33, graf 7), byl
ponékud zamlZen v temnotach black boxu statistického software. V diskusi (4 stranky)
zasazuje autor zjiSténé poznatky do kontextu difive publikovanych znalosti o imunitni
odpovédi proti mikrosporidiim a zavéry, ke kterym dospél, uvadi v souhrnu. Praci dopliuje
seznam pouzitych zkratek a seznam 82 publikaci citovanych v textu.

Po jazykové strance je prace kvalitni, je napsana povétSinou logicky a srozumitelné,
formula¢nich i pravopisnych chyb je méné nez byva v diplomovych pracech zvykem.
Naptiklad na str. 12, misto formulace, Ze byl FEncephalitozoon cuniculi pojmenovan
Levaditim a spol. v roce 1923, by bylo lepsi uvést, Ze organismus byl popsan. Hrubé chyby ve
shodé pfisudku s podmeétem jsem odhalil na str. 12 a 28 a tu a tam by bylo tieba doplnit carky
v souvétich.

I po vécné strance magisterskd diplomova prace udrzuje vysoky standard, charakteristicky
pro prace vzeslé z laboratofe Doc. RNDr. Jana Kopeckého, CSc. Piinasi celou fadu novych
poznatku, které by stalo za to publikovat ve kvalitnim Casopise.

Diplomantovi bych si dovolil polozit tyto otazky:

1. Mohl byste, prosim, upiesnit informaci o tom, Ze mikrosporidie jsou intracekularnimi
parazity prvoku (str. 6) ?

2. Kdybyste sefadil zkoumané slozky imunitni odpovédi mysi proti Encephalitozoon
cuniculi podle jejich vyznamu pro pieziti hostitele, jaké by bylo jejich pofadi? Jak
byste toto potfadi komentoval ?

3. Existuje terapie, ktera by SCID mysSi infikované Encephalitozoon cuniculi udrzela
trvale pfi Zivoté€ (tj. az do smrti)? Jaky by asi byl priibéh pfi kombinaci vice zplisobti
terapie nebo pii jejich opakované aplikaci ?

4. Ze srovnani grafii 3 a 5 se zda, ze IFN-y, syntetizovany v Ceskych Bud&jovicich, mél
na infikované mysi lepsi ochranny efekt nez srovnatelny komeréni produkt. Pokud
tomu tak skute¢né je, ¢im si tento rozdil vysvétlujete ?

5. Sérum infikovanych mysi bylo skladovano pfi -75°C (str.22) a ne pii BOE, jak jsou
zpravidla ukladana bézna séra. Je pro to néjaky zvlastni davod ?

6. Zgrafu 7 je zjevné, ze i mySi, které netvofi vlastni IFN-y, jsou schopné tvofit
vyznamné hladiny anti-mikrosporidiovych IgG. Je tvorba specifickych protilatek u
IFN-y knokautovanych my$i niZsi nebo stejna v porovnani s odpovédi mysi schopnych
tvofit IFN-y?



Ziavér: Doporucuji, aby studie Be. Jifiho Jelinka
» Vliv interferonu gama (IFN-y) a specifickych polyklonalnich protilatek na prubéh
experimentalni peroralni infekce Encephalitozoon cuniculi in vivo* byla prijata jako
magisterska diplomova prace a aby byla pFiznivé hodnocena.

Ny —

V Praze, dne 23.5.2007 RNDr. Petr Kodym, CSc.



Posudek na magisterskou praci Be. Jifiho Jelinka:
» Vliv interferonu gama (IFN-y) a specifickych polyklonalnich protilatek na pribéh
experimentalni peroralni infekce Encephalitozoon cuniculi in vivo“

PiedloZena prace se zabyva tématikou imunitni odpovédi na mikrosporidiovou infekci,
ktera pfedstavuje zavaznou, zivot ohrozujici komplikaci u imunodeficientnich pacient.
Poznani imunitnich mechanismt pomoci in vivo pokusii mtze prispét ke zvladnuti
imunoprofylaxe pfipadné imunoterapie mikrosporidiozy.

Zminéna magisterska prace logicky navazuje a rozsifuje vysledky uspé$né obhéjené
bakalarské prace Jifiho Jelinka, kdy byl sledovén vliv interferonu gama a specifickych
protilatek v in vitro kulturach mysich makrofaga.

Diplomova préce je tradi¢né rozdélena do hlavnich kapitol ivod, cile prace, material a
metody, vysledky, diskuze, souhrn, seznam pouzitych zkratek a literatura, které obsahuji
celou fadu podkapitol. Celkovy rozsah prace €ini 46 stran.

Uvodni ¢ast diplomové prace je zpracovéna precizng a je vénovana taxonomii
mikrosporidii, jejich morfologii a zZivotnimu cyklu, dale pak onemocnénim piisobenym
mikrosporidiemi, jejich diagnostice a 1é¢bé. V nasledujicim oddilu autor podava uceleny a
vycerpavajici prehled bunéénych a humoralnich sloZek imunitni odpovédi savé&ich hostitell
na infekci Encephalitozoon cuniculi a zaméfuje se na jejich vyznam v projektivni imunitg.

Cile prace jsou jasné formulovany do tii dil¢ich bodi (prvni z nich d&€len do dvou
podbodi). Prvni bod se zabyva posouzenim vyznamu IFN-y produkovaného CD4+ T-
lymfocyty a to pomoci adoptivnich pfenost z naivnich BALB/c nebo INF-y knock-out mysi
do SCID mysi a pomoci adoptivnich pfenostt CD4+ T-lymfocytd z naivnich nebo
imunizovanych BALB/c my$i do SCID mys$i. Dal$imi cili jsou zhodnoceni vlivu terapie
mySim rekombinantnim IFN-y a anti-E. cuniculi sérem u infikovanych SCID mysi a
zhodnoceni vlivu imunizace antigenem E. cuniculi na prib&h nasledné peroralni infekce u
IFN-y KO mysi.

Kapitola material a metody obsahuje obsahly soupis vSech hlavnich postupti a metod
pouzivanych béhem experimentii véetné detailnich popist jednotlivych provedenych
experimenttl.

Vysledky jsou podrobné zpracovany, rozdéleny do péti podkapitol podle provadénych
experimentl a dokumentovany sedmi grafy, které by ptehledn& shrnovaly slovy psané
vysledky, nebyt nestastné zvolené grafické upravy u grafii 1,2,3,4 a 6, a to v &ernobilém
provedeni kombinace malych a velkych ¢tvercti nebo kole¢ek v jednom grafu.

V diskusi autor konfrontuje své vysledky vlivu IFN-y a specifické polyklonalni protilatky
na prabéh infekce Encephalitozoon cuniculi in vivo jak s domaci, tak zahrani¢ni literaturou.

Souhrn je jasné a prehledné formulovan a prakticky odpovidé stanovenym cilim prace.

K praci mam n€kolik formalnich pfipominek tykajicich se preklepti a pravopisnych chyb,
kterym se nikdo z nas nevyhne, ale posudek jimi nebudu zatéZovat a jsou uvedeny v soupisu
niZe.

(Anotace: reconstruction (reconstitution)
Obsah: 1.3, Encephalitozon (Encephalitozoon)
1.3.1.4. cytotoxicki T-lymfocytarni odpovéd’ (cytotoxycka)
Uvod: 1.1.1. Nosema bombicis (bombycis)
1.1.4. Branchiola algerae (Brachiola)
1.3.1.1. samotny uéinek CD+ T-lymfocytil (CD4+)
1.5. citace Bosma a Carroll 1983 — v soupisu literatury je uvedeno spravn& 1991

Materidl a metody: 3.3. at libitum (ad libitum)
3.6. software Systen 2 (System)
Vysledky: 4.1.,42. ... p<0,05(P<0,05)



4.2. v tomto pokuse (pokusu)
4.5, my$i imunizované antigenem E. cuniculi meli (mély)
Diskuze:  Salat (2006) (Salat a spol. (2006))
E. ciniculi (cuniculi)
Seznam pouZitych zkratek: SwAM/Px — neni uvedeno typ znaleni
Literatura: Beplazes P.A., ....1996 (Deplazes)
pofadi citaci Schoettelius J. ,...2000, Sousa C.R., .....1997, Schmidt E.C., ... 1984, Southern T.R., ... 2006a
chybi citace Hollister W.S., Canning E.U. 1987 An enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for detection of

antibodies to Encephalitozoon cuniculi and its use in determination of infections in man. Parasitology 94: 209-219. )

Nicméné neodpustim si upozornit na nespravny vyklad vysledki prace Salat a spol. (2004)

v kapitole 1.3.1.3. tykajici se ulohy interleukinu 12, kdy je uvedeno: ,,Jeho pifitomnost (IL-12)
je nezbytna pro pieziti jak i.p. tak p.o. infekce E. cuniculi. V tomto ohledu se imunitni
odpovéd’ na infekei E. cuniculi Easte€né 1isi od imunitni odpovédi na infekcei zptsobenou
dalsim zastupcem rodu Encephalitozoon, E. intestinalis, kde absence IL-12 ma za nasledek
letalni prab&h pouze pfi i.p. infekci®. Ale ze zminéné publikace vyplyva, ze IL-12 KO mysi
podléhaji pouze i.p. infekci E. cuniculi a ptezivaji jak i.p. tak p.o. infekci E. intestinalis a p.o.
infekci E. cuniculi.

K autorovi mam nékolik vécnych dotazi:

1. V kapitole 3.6. Analyza jednotlivych buné¢nych subpopulaci pomoci priitokové
cytometrie je uvedeno, Ze ,,pro analyzu jednotlivych bunéénych subpopulaci bylo
pouzito pul milionu splenocyti nebo 250 x10° bungk z izolované populace CD4+ T-
lymfocyti“. Zda se nepravdépodobné, Ze bylo pouzito 25 milionii bun€k po izolaci
CD4+ T- lymfocyth pouze pro stanoveni uspésnosti izolace. Kolik tedy bylo
skute¢né pouzito bunék?

2. Jaké bylo ¢asové schéma pii terapii anti-E. cuniculi sérem u SCID mysi?

V kapitole 3.15.4 to neni uvedeno.

3. V pokusech s aplikaci IFN- y autor porovnava vliv komer¢niho a zde vyrobeného
rekombinantniho interferonu a vyvozuje z toho zavéry. Nicméné oba zminéné typy
interferonu byly podavany v odliSném schématu a davkach (6 davek 3 x 10°U kazdy
tieti den a 12 davek 1,5 x 10* U kazdy druhy den). Byl proveden experiment, kdy
byly oba typy interferonu testoviny za stejnych podminek?

Zavér: Pies vySe uvedené pfipominky a vytky povazuji pfedloZzenou diplomovou préci za
zdafilou, spliiujici vytyCené cile. Svéd¢i o schopnosti autora pracovat s védeckou literaturou,
planovat, provadét i vyhodnocovat experimenty a ze ziskanych vysledkii vyvozovat zavéry.
Vysledky magisterské prace Bc. Jiftho Jelinka dopliuji a rozsifuji vysledky studii a
experimenti provadénych v laboratofich Imunologie parazit6z a Lékarské a veterinarni
parazitologie zdejsiho ustavu.

PiedloZena magisterska prace Be. Jiftho Jelinka spliiuje veskeré pozadavky kladené na
magisterské diplomové prace na Biologické fakulté JihoCeské univerzity v Ceskych
Budéjovicich a doporucuji ji k obhajobé a navrhuji klasifikaci vyborné.

V Ceskych Bud&jovicich, 15.5.2007 RNDr. Bohumil Sak, Ph.D.

B ST




