Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Jany Bendové

Interakce rybich fagocytii s trofozoity a cystami Acanthamoeba sp.:

Studium mikrobicidnich mechanismu in vitro.

Hned zpocatku chci konstatovat, Ze posuzované prace se mi libi po viech strankach,
od peclivého zpracovani pres promyslené formulovani az po kriticky p¥istup k vlastnim
vysledkim. Pfesto je z prace citit zklamani, Ze zfejmé& nebyly dosazeny vysledky zpocatku
ocekavané. To se pfi praci se Zivym materidlem stdva a nemélo by to diplomantku odradit od
pokraCovani — z posledni kapitoly ostatné vyplyva, Ze se odradit nenechala. Chtél bych se
vSak dotdzat na pocatecni hypotézu: jaka byla pivodni predstava o interakci a zda se
predpokladala masivni fagocytoza velkych trofozoiti (ptipadné cyst) améb in vitro.

Prvych 5 stran textu je velmi pékné zpracovana reserse o specifice imunitniho systému
ryb. Ten je prozkouman mnohem méné neZ imunitni systém teplokrevnych obratlovci a
metody jeho studia vychazeji z metod studia savéi imunity. ReSerSe sama o sobé si zaslouzi
publikovani.

Cil préace je formulovan velmi struné a naznacuje, Ze se s fagocytézou pocitalo
(méfeni N-oxidu a superoxidu).

Metodika je naopak zpracovana velmi podrobné, doplnéna instruktivnimi obrazky a
pracovni postupy jsou popsany tak, Ze je lze kdykoliv podle popisu zopakovat.

Studentka vtipné vyuzila zdanlivého handicapu: kapry infikované trypanosomami a
trypanoplasmami pouzila k obohaceni prace a snaZila se i zhodnotit nezamérné pomnoZeni
ektoparazitti u karasu.

Vlastni vysledky prezentované na 8 stranach sice nepfinesly pivodni oCekavani, ale
jsou koncizni a odpovidaji si navzajem. Mikroskopicka pozorovani, kdy byly zaznamenany
pouze nedokoncené pokusy o fagocytozu odpovidaji relativné nizkym hodnotam produkce N-
oxidu a nizkym hodnotdm superoxidu stejné jako vysledkiim pokusu in vivo.

V relativné obsahlé diskusi se studentka vraci k metodickym potizim i k moZnostem je
eliminovat. Vlastni vysledky diskutuje zejména s vysledky nizozemskych autort (Saeij et al
2002), ktefi zjistili rozdil ve strategii trypanosomy a trypanoplasmy uniknout imunitnimu
atoku hostitele. Jde o pracoviité, kde byla studentka na praxi a zajimalo by mne, zda tamni

tym v praci pokracuje a zda byly tyto piekvapivé zavéry potvrzeny dalSimi pokusy.



Po diskusi nasleduji 2 jednostrankové kapitoly ,,Souhrn vysledki“ a ,.Zavér a
perspektivy dalsi prace™. Je to trochu neobvyklé uspotfadani, uvital bych spise koncizni zavéry
v n¢kolika bodech. Myslim, Ze z vysledkii ovlivnénych infikovanym materidlem lze
»Vypreparovat® zavér, Ze rybi fagocyty nefagocytuji testované améby (a naopak) a Ze
ptitomnost améb pouze zvysuje hodnoty produkce N-oxidu a superoxidu primarné zptisobené
jinymi parazity.

Prosim studentku o potvrzeni ¢i vyvraceni tohoto zavéru.
Dalsi dotazy a pfipominky:

1. Z nazvu iz metodiky vyplyva, Ze studentka pracovala i s cystami améb. Nena3el jsem
vSak jednoznacné zaveéry, zda se interakce fagocytu s trofozoity lisila od jejich
interakce s cystami.

2. ZvySeni produkce N-oxidu a superoxidu. Jde o projev oxida¢niho vzplanuti
nasledujiciho po fagocytdze, odraz toho, co se déje ve fagolysozomu, u superoxidu
piimo dusledek zabije¢ské aktivity. Jak by Slo aspon teoreticky vysvétlit pozorovane
zvyseni produkce obou latek za ptedpokladu, Ze améby ve fagolysozomech nebyly?

3. Vybér modelu. Studentka podrobné diskutuje vybér ryb. Divody pro vybér améby
byly ziejmé: piivod izolatu a jeho molekularné potvrzena piibuznost s akantamébami
izolovanymi z o¢nich 1ézi. Pfesto: neztratil kmen dlouhodobou kultivaci pfipadné
zmrazenim virulenci? Nestalo by za uvahu pokusit se ji zvySit pasazi in vivo?

4. Zpisob infekee. Tyto dotazy jdou za ramec zaddni, ptém se proto, Ze studentka ma
jisté prostudovanou literaturu a vytvofen vlastni nazor. Jaké cesty infekce ryb
amébami se predpokladaji, tedy jakym zptisobem se améba dostane do vnitinich
organil, napf. do mozku? Byly pozorovany infekce oka ryby? Jak velka je afinita
rybich améb k nervové tkani? Nelze pfedpokladat, ze se améby s fagocyty v rybim
organismu nepotkévaji? U granulomat6zni akantamébozy cloveka neni o cesté infekce

do mozku nic znamo.

Studentka splnila zadani prace, naugila se cenné metodiky a prokdzala schopnost
samostatné pracovat v laboratofi a ze ziskanych vysledki samostatné vyvodit zavéry.
Vysledky jsou publikovatelné formou kratkého sd€leni nebo jako soucast komplexnéjsi prace,
za publikaci stoji i samotna reerSe. Doporucuji praci k obhajobé a navrhuji hodnotit stupném

vyborné.

Ceské Budéjovice 27. 1. 2006 RNDR. Oleg Ditrich, CSc
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Oponentsky posudek na magisterskou prici Be. Jany Bendové “Interakee rybich fagoeyti
s trofozoity a cystami Acanthamoeba sp.: Studium mikrobicidnich mechanismu in vitro

Predlozena magisterska prace sestava celkem ze 35 stran textu je ¢lenéna na klasickym zptisobem,
ktery odpovida pozadavkim kladenym na magisterské prace obhajované na Biologické fakulté JU. Jeji

formalni Gprava je na standardni trovni a v textu lze najit jen malo pieklepi.

Magisterska prace Be. Jany Bendové tématicky navazuje a rozviji problematiku rybich améb, ktera
je jiz delsi dobu fesena na PaUl AV CR. Nepochybné bylo téma magisterské prace (oznac¢ené na titulni
strané jako diplomova prace) také ovlivnéno moznosti pobytu Be. Jany Bendové v laboratori Bunééné
biologie a imunologie nizozemgké W l“L/]lI]“(,Il University. kde vyvinuli a vyuzivaji metodické

o o
postupy pouzité pii-bal Draci.

Prvnich 5 stran textu magisterské prace je vénovano zéakladnim informacim o imunitnim systému
ryb. Do literarniho piehledu je dale zarazena kratka podkapitola vénovana imunitnim mechanismam
pii infekcich modelovych savet amébami rodu Acanthamoeba. Cil magisterské prace je shrnut v jedné
vELE na strané 5.

Vv kapitolc Materidl «a mefr)rfﬁku‘jsuu na 9 stranach p(‘)psfm)-' pouiilé metodické postupy. Po precteni
kvalitu magisterské prace. Povazuji za zasadni, ze Be. Jana Bendové uskuteénila viechna metodicky
narocna imunologicka sledovani na nedefinovanych rybich modelech se soubéznymi (pravdépodobné
nejenom prokdzanymi parazitarnimi) infekcemi. Tato skutecnost ovlivnila dalsi praci a ¢ini
z dosazenych vysledki pouze informace, které bude nutné ovéiit v definovaném systému.

V souvislosti s pobytem Be. Jany Bendové na nizozemském pracovisti, které patii mezi predni
pracovisté v oblasti rybi imunologie a kde byla obhajena fada disertatnich praci zaméfenych na rybi
imunologii (http: //library.wur.nl/wda/), je ponékud nepochopitelné, jakym zpiisobem byla
magisterska prace Be. Jany Bendové realizovana a nasledné predlozena k oponovéni. Z predchoziho
komentare vyplyva (zdanlive nelogicky) dotaz, zda Be. Jana Bendova absolvovala pobyt na
nizozemském pracovisti na pocatku magisterského studia, tj. pred vlastnimi experimenty nebo az

v obdobi, kdyz ziskala prvni vysledky. .

Vycet pouzitych metod je velky a dokazuje casovou naro¢nost vlastnich dil¢ich experimenti. Od
celé fady rybich experimentii se odliSuji infekce mysi trofozoity Acanthamoeba sp. (klon 4465/1) a

posuzovani interakci améb (trofozoitii i cyst) s mySimi makrofagy linie PMJ2-R - a to nejen tim, ze



nekoresponduji s nazvem magisterské prace (Interakce rybich fagocytu s trofozoity a cystami
Acanthamoeba sp.: Studium mikrobicidnich mechanismu in vitro ). Tyto dva diléi pokusy nejsou
zminény ani v cilech magisterské prace. Neni tedy viibec ziejmé, pro¢ bylo infikovano amébami
celkem 48 mysi. které¢ byly nasledné v riznych intervalech po infekci utraceny a histologicky

zpracovany.

V kapitole Vysledky autorka magisterské prace popisuje na 9 stranach formou slovni, formou grafu,
obrazki a tabulek ziskané vysledky. Z vysledku je ziejma velka variabilita ziskanych dat, kterou lze
také vysvétlit nedefinovanym vychozim materialem. Vzhledem k uvedenému komentaii ke kapitole

Materidal metodika nepovazuji za nutné komentovat jednotlivé vysledky.

Pro celkové posouzeni kvality prace je dle mého nazoru rozhodujici posoudit, zda byly splnény
cile, které si autorka magisterské prace vymezila (nebo ji byly stanoveny). V tomto konkrétnim
piipadé je to mozné srovnanim kapitoly C'il prdace (str. 5) s Kapitolou Zaveéry a perspektivy dalsi prace
(str. 35). ,,Cil* je formulovan v jedné vété (..Zhodnotit interakei purifikované populace fagocytu kapra
obecného s trofozoity a cystami Acantamoeba sp. in vitro na zaklade testovani produkce dusikatych
oxidi a kyslikatych slouc¢enin vznikajicich pii oxidativnim vzplanuti®) a ,,zavéry” ve 4 odstavcich,

z nichz nékter¢ patii spiSe do Diskuse. Po precteni ..zavéri™ magisterské prace je vsak mozné

konstatovat, ze Cil prdace byl v principu splnén.

Be. Jana Bendova v posledni kapitole Zavery a perspekiivy dalsi prace nastinuje i dal$i moznosti
studia imunitniho systému ryb, pravdépodobné v ramci DSP. Dalsi badani v této oblasti vSak neni
myslitelné bez vytvoreni podminek pro piipravu a chov stabilniho definovaného modelu (viz laboratof
Bunééné biologie a imunologie nizozemské Wageningen University), na kterém by se dalsi

imunologické studie uskutecnily

Jak uz bylo naznaceno v predeslém textu, magisterskou praci Be. Jany Bendové hodnotim jako
problematickou. Je vSak ziejmé, ze magisterska prace je vysledkem reseni konkrétniho védeckého
tkolu a predlozeny spis tak spliuje pozadavky kladené na magisterské praci, které jsou obecné
formulovany v Studijni a zkusebnim fadu Biologické fakulty JU. Pokud by mély byt zavéry
magisterské prace publikovany. je tieba ziskana data podpofrit experimenty na definovanych modelech.
Magisterskou praci Be. Jany Bendové doporucuji po zralé ivaze k obhajobé a hodnotim ji

klasifika¢nim stupném dobfe (3).
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