Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Bc. Klary Brdi¢kové na téma:

Role zanétu v aktivaci latentni mikrosporidiézy zpisobené
Encephalitozoon cuniculi

u imunokompetentnich a imunodeficientnich mysi

Zvyseny zajem o studium mikrosporidii jakoZto ubikvitarnich mikroorganismd
ma bezpochyby souvislost s naristem vyskytu lidského onemocnéni syndromem ziskané
imunodeficience (AIDS), kdy se oportunni mikrosporidiové infekce s prijmy a systémovym
onemocnénim pacientd s AIDS dostaly do zorného pole nejen védy, ale pfedevsim lidské
mediciny.

Vzhledem k tomu, Ze prlibéh a zavaznost tohoto onemocnéni zavisi kromé druhu a
genotypu parazita zejména na stavu imunitniho systému hostitele je zifejmé, Ze rozvoj
léCebnych technik, které jsou zamé&fené pravé na modulaci imunitniho systému a to
zejmena ve smyslu potlaeni jeho aktivity napf. u pacientl pfi transplantaci, pfi lé¢bé
nékterych autoimunitnich onemocnéni (nespecifické stfevni zanéty, roztrousena skler6za)
nebo nejen pii biologické léEbé malignich onemocnéni (leukémie, lymfomy), s sebou
pfina8i riziko ohroZeni ne nepodstatné velké skupiny sekundarné imunodeficientnich
pacientl timto patogenem.

Informace ziskané z pfirozené i experimentalni infekce laboratornich zvifat
poskytuji zaklad pro porozuméni vztahu hostitel — parazit pfi mikrosporidiovém
onemocneéni Clovéka.

Diplomantka si pro experimentalni ¢ast své magisterské prace vybrala druh
Encephalitozoon cuniculi, prvni sav€i mikrosporidii, ktera byla Gspésné kultivovana v in
vitro kulturach a je tedy oblibenym modelovym organismem pfi studiu mikrosporidiové
infekce. Studium a poznani patogeneze mikrosporidiové infekce jsou zaloZzeny zejména na
experimentalni infekci laboratornich zvirat pravé timto druhem.

PfedloZzena prace rozsahu 60 stran je psana srozumitelnym jazykem s minimem
chyb a preklepl &i neobratnych vyjadieni (str. 16 F. 22 .... byla popsana infekce-schopnost
u spor..., str. 19 f. 8 .... stimulaci protilatek produkujicich plazmatickych bunék). K citaci
na str. 46 Sak et al. 2011b jsem nenasla odkaz v citované literature.

Prace je klasicky ¢lenéna do jednotlivych kapitol.



Uvod je tvofen 3 strankami, na kterych se &tenar seznamuje s tématem diplomové
prace. Pomérné rozsahly literarni prehled podrobné zpracovava taxonomii, biologii véetn&
morfologie a Zivotniho cyklu mikrosporidii, popisuje prib&h mikrosporidiézy a klinické
pfiznaky tohoto onemocnéni. Samostatna kapitola je vénovana v praci pouzitému druhu E.
cuniculi. Vzhledem k tomu, Ze ustfednim tématem této prace je zanét a jeho role v aktivaci
latentni mikrosporidiézy, ¢ekala bych od diplomantky, Ze bude vénovat vice pozornosti
tomuto zakladnimu obrannému mechanismu. Co je to vlastné zanét, jaké burky a
mediatory nejen imunitniho systému se ho G¢astni?

Cile prace jsou stanoveny jasné a jednoznaéné.

Z kapitoly Material a metodika je zfejmé, Ze autorka zvliadla Sirokou $kalu
laboratornich technik od prace s laboratornimi zvifaty, manipulace a kultivace
mikrosporidii aZ po histologické metody a Cisté molekularni metody izolace a detekce
DNA.

Z vysledkové Casti této prace je patrné, Ze indukce zanétu vtomto pfipadé
nekompletnim Freundovo adjuvans ma do jisté miry vliv na $ifeni mikrosporidie E. cuniculi
z mista plvodni akutni infekce do mista se zanétem v porovnani s kontrolni skupinou jak u
imunokompetentnich  tak i  imunodeficientnich  mySich  modeld.  Vysledky
imunokompetentnich BALB/c mysi s chronickou infekci pak naznaduji, ze piestoZe zanét
nema vliv na migraci spor do loZiska zanétu, mlize aktivovat latentni mikrosporidiézu u
téchto hostiteld. U imunokompetentnich zvifat nebyla prokazana symptomaticka infekce.

V diskuzi jsou kriticky zhodnoceny dosazené vysledky v konfrontaci s literaturou.
Trochu v rozporu s vysledky na str. 39, kde autorka pise: U SCID mysi byly na rozdil od
ostatnich pouzitych skupin mysi pozorovany klinické pfiznaky mikrosporidiézy zahrnuijici
najezenou srst, nahrbeny hibet a kachexie, zejména na konci sledovaného obdobi. Toto
pak v diskuzi na str. 44 autorka popira slovy ... nebyly u Zadné z imunodeficientnich SCID
my$i zaznamenany klinické pfiznaky mikrosporidiézy az do 28 DPI, kdy byly mysi
usmrceny. Mozna z divodu absence prujmu?

Viastni prace je pak ukon&ena jasné definovanymi zavéry, které maji oporu ve
vysledcich pfedlozené studie.

Méla bych na autorku nékolik dotazl:

v Pro€ jste pro indukci zadnétu pouzila nekompletni Freundovo adjuvans?
v Jaky rozdil je mezi makrofdgy a monocyty? A které jiné profesionalni fagocyty
mohou hrat zasadni Glohu v diseminaci, resp. migraci mikrosporidii nejen u mysi

s defektnim migraénim faktorem makrofagl do mista zanétu a prog¢?

v Myslite si, Ze infek&ni davka hraje zasadni roli pfi infekci jak imunokompetentniho,



tak imunodeficientniho hostitele? A je pro mikrosporidiézu vibec definovana néjaka

minimalni infek&ni davka?

v Zkusila byste na zakladé svych vysledki a dostupnych informaci z literatury
navrhnout schéma vlivu zané&tu, resp. mechanisma imunitniho systému, které se na
zanétu podili a mohly by mit vliv na $ifeni mikrosporidii v zan&tem modulovaném
organismu?

Autorka sepsanim této prace dokazala, Ze je schopna samostatné pracovat s
védeckou literaturou, planovat a provést experimenty a vyhodnotit ziskané vysledky.
PredloZenou magisterskou praci Bc. Klary Brdi¢kové povaZuji po strance formalni a
obsahové za spis, ktery splfiuje standardni poZadavky kladené na diplomové prace na
Pfirodovédecké fakulté Jiho&eské univerzity v Ceskych Budgjovicich. Praci doporuéuiji k
obhajobé a po jejim Usp&Sném absolvovani ji hodnotim stupném vybornym.

W
V Ceskych Budgjovicich, 14.5.2019. /Q
RNDr. Pavlina Tinavska, PhD.



Oponentsky posudek na diplomovou prici Kliry Brdi¢kové ,,Role zanétu v aktivaci
latentni mikrosporidiézy zpusobené Encephalitozoon cuniculi u imunokompetentnich a
imunodeficientnich mysi“

Ve své magisterské praci se Klara Brdickova vénovala prubéhu infekce Encephalitozoon
cuniculi do loZiska zanétu u imunokompetentnich a imunodeficitnich mysi a v§imala si role
makrofagi v migraci E. cuniculi do loZiska zénétu.

Prace je po formdlni striance v pofadku. Je psana velmi dobrou &estinou. Uvod a literarni
piehled je sepsan prehledné a vystizné, ¢tenar je dobfe uveden do dané problematiky. MoZna
jen kapitola 2.9 “Freundovo adjuvans” mohla byt uvedena jednou vétou, ktera by vysvétlila,
pro¢ je tato latka v predloZené praci zmifiovana. Cile jsou vystizné a jasné. Metodika spravné
popisuje postupy k dosazeni danych cili. V kapitole 4.10 a 4.11 je velmi podrobné popséan
postup izolace DNA pomoci komer¢nich kit — v magisterské praci by stacilo jen odkazat na
postup uvedeny v manudlu ke kitu, pfipadné stru¢né popsat metodu izolace pomoci kitu. V
kapitole 4.12 je pravdépodobné uvedena $patna teplota pro extenzi polymerazy a to 60 °C —
predpokladam, Ze by méla byt 72 °C. Daéle v tabulce 2 jsou nepfesné udaje o objemech
ptidanych reagencii: celkovy objem je udan 20 ul, pfi¢emz objemy primerd, DNA a vody jiz
davaji dohromady tento vysledny objem a na Taq polymerazu, dNTPs a pufr jiZ nezbyva
Zadny objem. Vysledky jsou podle mého nazoru velmi dobfe sepsany, hlavné jejich obrazova
ptiloha je velmi ptehlednéd a déva jasny piehled o vyskytu a pribéhu infekce mikrosporidii.
Pouze obrazky histologickych fezl jsou zbyte¢né malé, prostor na vétsi format v magisterské
praci by urcité byl. Diskuze je velmi zajimava, obzvlast' souvislost s pravdépodobnou roli
mikrosporidii jako pfi¢inou degradace kostni tkan¢ u pacientii s endoprotézou kycelniho
kloubu. A zejména to, Ze ptredloZena prace potvrdila domnénku o cilené migraci mikrosporidii
do mista zanétu.

K praci mam nasledujici konkrétni otazky:

1) Na strané 10 je udaj, Zze mikrosporidii je popsano témét 1500 druhti a na strané 13, Ze
je popsano témé&F 1300 druht. Udaj o niz$im po&tu druhti ma dokonce novéjsi citaci
nez vyssi Cislo po¢tu druht. Lze odhadnout jaky je v soucasné dobé pfiblizny pocet
popsanych druhi? Ale spi§ by mé zajimalo, jestli se nékdo zabyval odhady skute¢ného
poctu druhti mikrosporidii na nasi planeté (nebo jaky je vas soukromy odhad).

2) Pro¢ byly pro detekci mikrosporidii vybrany zrovna jatra a ne jiny organ(y)?

3) Velmi zajimavy vysledek a pro medicinu uréité velmi vyznamny je to, Ze se podafilo
prokazat, Ze mikrosporidie cilené migruji do mista zanétu. Lze predpokladat podobnou
vlastnost i u jinych mikrosporidii nez je studovany druh E. cuniculi?

4) Takto vyznamny vysledek si zaslouzi publikaci — chystate zvetejnéni téchto vysledki?
V jakém Casopise?

PfedloZenou diplomovou praci Klary Brdi¢kové viele doporucuji k obhajobé,

A" Cesk}'lch Budé&jovicich, 20. 5. 2019 RNDr. Ivan Fiala, Ph.D



