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Véc: Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Marie Jalovecké ,Vyvoj protektivni imunitni
odpovédi v zalude¢nim epitelu mysi infikovanych Cryptosporidium muris a Cryptosporidium
andersoni®

Predlozena diplomova prace Marie Jalovecké byla vypracovana pod vedenim doc. Ing. Martina
Kvace , Ph.D. jako Skolitele a dale pod dohledem Skolitells specialistt RNDr. Bohumila Saka, Ph.D.
a RNDr. Jifiho Salata, PhD. Diplomova prace ma standardni ¢lenéni pozadované pro diplomoveé
prace vzniklé na PiF JU v Ceskych Budé&jovicich. Po Uvodu v rozsahu 20 stran, ktery je literarnim
prehledem zaméfenym na biologii kryptosporidii s dirazem na zaludeéni kryptosporidie a na
imunitni odpovéd hostitell pfi kryptosporidiovych infekcich, nasleduji ¢asti Cil prace (1strana) a
rozsahla kapitola vénovana popisu pouzitych metod (26 stran), ¢ast Vysledky (25 stran), ¢ast
Diskuze (9 stran) a kapitola Zavér (2 strany a 2 fadky). Po Seznamu pouzitych zkratek (2 strany)
nasleduje prehled literatury je uveden na 17 stranach (cca 180 citaci).

Problematika fe$ena v ramci diplomové prace je velmi aktualni a navazuje na dosavadni
poznatky o imunologii kryptosporidiovych infekci. Aktualnost tématu je podporena faktem, ze
specificka imunitni odpovéd je doposud jedinym znamym efektivnim mechanismem vedoucim k
vyléceni hostitele z kryptosporidiézy, protoze dosud nebyla popsana zadna jednoznaéné uéinna
chemoterapie.

Na prediozené diplomové praci oceriuji komplexni metodicky pfistup k imunologické
problematice zalude¢ni kryptosporidiézy. Za nejzajimavéjsi povazuiji analyzu subpopulaci
leukocytu v misté infekce, tj. pfimo v Zaludeéni sliznici, vyuziti vicebarevné prutokové cytometrie
(FACC) a sledovani zmén genové exprese IFN-y v Zaludcich experimentalnich zvifat pomoci real-
time PCR. Tyto metodické pfistupy jsou pfi studiu imunologie Zaludeéni a ¢asteéné i stfevni
kryptosporididzy nové a jejich aplikace pfiinasi prioritni vysledky.

Z vysledkUl ziskanych za pouziti nejenom vySe zminénych metod povazuji za vyznamné
informace o absenci cytotoxické ulohy CD8+ T-lymfocytu pies systém perforin-granzymy vedouci k
imunitni kontrole kryptosporidiézy, ktera byla vylouc¢ena experimenty na imunodeficientnich
C57BL/6 Pfr1-/- mySich. Je zfejmé, Ze bunky napadané kryptosporidiemi jsou zabijeny
alternativnim zpUsobem nez buriky infikované napf. mikrosporidiemi, tj. jinymi oportunnimi
parazity, kterym je na pracovistich Parazitologického Gstavu BC AV CR, v.v.i. také vénovana
pozornost. Dal§im prioritnim vysledkem, ktery mne zaujal, je zjiSténa skute¢nost, ze
experimentalni infekci BALB/c mys$i druhem C. andersoni byla navozena rezistence k nasledné
infekci jinym druhem C. muris.
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Po peclivém preéteni uvitam odpovédi/komentafe autorky diplomové prace na nize uvedené
dotazy/komentare:

- mam vyhrady k formulaci na str. 25 (,infikované mysi byly usmrceny zlomenim vazu*)

- v ¢asti Cil prace jste formulovala celkem 10 dilich bod(; nékteré z nich jsou ryze
metodického charakteru (napf. ,Zvliadnout metodu multibarevného znaceni leukocytl
pomoci prutokové cytometrie“). Podle mého nazoru tyto dil€i metodické Ukoly (zviadnuti
metody) nemohou byt cilem diplomové prace

- fada pouzitych metod je znaéné naroéna na standardni provedeni; a proto uvitam struénou
specifikaci Vaseho aktivniho na jednotlivych metodach; pfedpokladam pomoc kolegl, ktefi
se témito metodami zabyvaiji jiz delSi dobu

- ocenuiji kvalitni a srozumitelné formulovanou diskuzi

- postradam struéné formulovanou anotaci/abstrakt v ¢estiné, ve které by byly shrnuty
jednotlivé body (celkem 23 bodu) z kapitoly Zavéry

- jaky je Vas nazor na vyuziti poznatk( o zkfizené navozené rezistenci u Zaludeé¢nich
kryptosporidii (C. andersoni - C. muris) pfi infekcich stfevnimi kryptosporidiemi?

- seznam literatury zahrnuje velky pocet citaci; stihla jste opravdu vSechny prace detailné
prostudovat?

Podle Studijniho a zkusebni fadu PfF JU je diplomova prace publikovatelnym védeckym
sdélenim. V pfipadé prediozené diplomové prace jsou ziskané vysledky podkladem pro vice
imunologicky zaméfenych publikaci. Autorka diplomové prace jiz prokazala schopnost shrnout
vysledky pfedchozi bakalarské prace ve formé publikace (Jalovecka M., Sak B., Kva¢ M.,
Kvétonova D., Kuéerova Z., Salat J. 2010. Activation of protective cell-mediated immune response
in gastric mucosa during Cryptosporidium muris infection and re-infection in immunocompetent
mice. Parasitol. Res. 106: 1159-1166.). Proto pfedpokladam, Ze vysledky diplomové prace budou
v brzké dobé publikovany. Povazuji pfedloZzenou diplomovou praci za presvédcéivy doklad
schopnosti studentky zpracovat zadané téma (za vyznamného vyuZziti zkuSenosti a podpory
Skolitele, skolitell specialisti a dalSich spolupracujicich kolegtl) a ziskat prioritni vysledky.
Doporuéuiji proto diplomovou praci k obhajobé a hodnotim ji klasifikaénim stupném 1 (A).
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Posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Marie Jalovecké ,,Vyvoj protektivni
imunitni odpovédi v Zalude¢nim epitelu mysi infikovanych Cryptosporidium muris a
Cryptosporidium andersoni*

I kdyz kryptosporidie neptedstavuji vysoce nebezpeéné plivodce lidskych parazitdz
srovnatelné s malarii, leishmaniézou nebo schistosomo6zou, jde o vyznamné plivodce
oportunnich parazit6z s epidemickym potencidlem. Infekce kryptosporidiemi nabyva na
vyznamu zejména u imunodeficientnich jedinct (AIDS). Z hlediska mozné 1é¢by
kryptosporidiézy a zejména vakcinace je tieba znat imunitni odpoveéd’ proti této infekci a
zejména identifikovat mechanismy protektivni imunity. Vzhledem k podceiiovanému
vyznamu kryptosporidiézy v minulosti se o imunit¢ proti sttevnim a zejména Zalude¢nim
kryptosporidiim vi malo.

Maruska Jalovecka navazala na dlouhodoby vyzkum kryptosporidii v Laboratofi veterinarni a
medicinské protistologie a snad i imunologické studie mikrosporidii provadéné na tomto
pracovisti. K vyzkumu si vybrala dva druhy Zalude¢nich kryptosporidii, Cryptosporidium
muris a C. andersoni. K objasnéni ulohy lymfocytarnich subpopulaci vyuZila ,.knock-outi“ a
své vysledky zaloZila zejména na analyze infiltrace subpopulaci imunokompetentnich bunék
do zaludec¢niho epitelu.

Préace obsahuje dvacetistrankovy uvod, ve kterém se autorka zabyva taxonomii, vyvojovymi
cykly, klinikou a epidemiologii kryptosporidii, konkrétnéji popisuje oba studované druhy.
VeEtsi ¢ast ivodu je vénovana imunitni odpovédi na kryptosporidiovou infekci, kde autorka
probira poznatky o uloze jednotlivych typl imunity i vybranych lymfocytarnich subpopulaci.
Uvod je psan prehledng, srozumitelng p&knym védeckym jazykem jako ostatné cel4
diplomova prace.

Cilu si studentka klade 10, dva z nich jsou metodické. Cile jsou jasn€¢ formulovany a logicky
na sebe navazuji.

Kapitola Material a metodika je psana velmi podrobné a zahrnuje jak metody parazitologické,
tak zejména imunologické. Krome klasického parazitologického vySetfeni trusu na p¥itomnost
oocyst je zahrnuto i molekularni vySetfeni zaloZené na nested PCR. Imunologicka vysetfeni
zahrnuji izolaci intraepitelialnich lymfocytt, prutokovou cytometrii, ELISA testy i genovou
expresi cytokind pomoci real-time PCR.

Vysledky jsou zaloZeny na porovnani pribéhu kryptosporidiové infekce u
imunokompetentnich a imunodeficientnich mysi, kterym chybéla jedna ze subpopulaci T
lymfocytl nebo perforin. Na vyznam jednotlivych subpopulaci lymfocytt a dal$ich
imunologicky aktivnich bunék Maru§ka usuzovala ze zmén jejich zastoupeni v Zaludeénim
epitelu v priibéhu infekce. Autorka ziskala zna¢né mnozstvi dil¢ich vysledkd, které poskytuji
obraz o imunitni odpovédi na kryptosporidiovou infekci. Potvrdila literarni udaje o vyznamu
T lymfocytii v obrané proti této infekci a naznadila zapojeni jak CD4+ tak CD8+ T bunék. |
kdyz defekt v pomocnych T lymfocytech se projevil nejvét§sim prodlouZenim patentni
periody, i cytotoxické T lymfocyty mély svou obrannou ulohu. Tyto buriky se viak
neuplatiiovaly svym cytotoxickym mechanismem, ale podobné jako CD4+ lymfocyty




produkei prozanétlivych cytokind, zejména IFN-y. Skute¢nost, ze i CD4+ T deficientni mysi
se ,,samovylé€ily z infekce naznacuje, Ze funkce té€chto bun¢k mize byt zastoupena jinymi
(CD8+ T lymfocyty). Nardst poctu yd T lymfocytld v misté infekce hovoii i pro jejich moZnou
roli v obran€ proti kryptosporidiéze. Maruska také prokazala po prodé€lané kryptosporidiové
infekci imunologickou pamét, ktera fungovala i mezi C. andersoni a C. muris ziejmé diky
zkiiZené imunologické reaktivite.

Je samoziejmé& otazkou, zda zvySeni poctu ur¢ité bunéén¢ subpopulace v misté infekce
doklada jeji ulohu v obrané proti této infekci, ale tento pristup je bézny

v imunoparazitologickém vyzkumu. Definitivni odpovéd’ pak mohou pfinést adoptivni
pfenosy imunity nebo pouZiti knock-outll. V této souvislosti mne napadd, Zen tvrzeni o
vyznamu IFN-y by bylo dobré podpofit pouZitim IFN-y knock-outd, které diive byly na PaU
dostupné.

Kapitola Diskuse obsahuje 10 stran zasvécené diskuse vlastnich vysledk i jejich konfrontace
se svétovou literaturou. Diskuse je ptehledna, jednotlivé imunitni mechanismy jsou probirany
postupné. Podle mého nézoru je diskuse téméf vycerpavajici (dané téma, nikoli ¢tenéafe).

Nasleduje piehledny zavér, kde jsou v bodech shrnuty dosazené vysledky. ProtoZe vysledkt
je relativné mnoho, povazuji toto shrnuti za velmi uzite¢né.

Literatura obsahuje uctyhodnych 192 citaci véetné prace z roku 2010, jejiZ je Maruska
Jalovecka prvni autorkou.

Diplomova prace mi na jedné stran¢ ud¢lala jako oponentovi velkou radost svou viestrannou
kvalitou, na druhé strané mné¢ ,,otravila“ tim, Ze ji nebylo téméf co vytknout. Snad v kapitole
material by specifikace imunodeficientnich mysi mohla byt podrobné&j$i (viz www stranky
The Jackson Laboratory). U pouZitych izolatd kryptosporidii by mél byt také odkaz na
pavodni préci, kterd izolat popisuje, pokud to jde.

Dotazy:

1. Pokud pfipustime, Ze obranna tloha CD4+ a CD8+ T lymfocyti se realizuje pfes
produkci IFN-y, jak si autorka pfedstavuje mechanismus obranného plsobeni
interferonu?

2. Jaka je (pokud viibec) tloha protilatek v protektivni imunité€ proti kryptosporidiim?
Souviselo by to s vyvojem vakcin zaloZzenych na rekombinantnich antigenech
kryptosporidii.

Zavér: Marie Jalovecka ptedlozila vynikajici praci, kterd miZe byt podkladem minimalné
jedné publikace v kvalitnim impaktovaném ¢asopise. Praci doporucuji k obhajobé a hodnotim

jako vybornou (s pochvalou).
/ /

V Ceskych Budé&jovicich 16. 1. 2012 Doc. RNDr. Jary Kopecky, CSc.




