Oponentsky posudek na disertaéni praci RNDr. Michaely Kotkové, Dis. na téma:

Mikrosporidiové infekce Encephalitozoon cuniculi genotypem

Il a lll u imunokompetentnich a imunodeficientnich hostitelt

Zvyseny zajem o studium mikrosporidii jakozto ubikvitarnich mikroorganism( ma
bezpochyby souvislost s nartistem vyskytu lidského onemocnéni syndromem ziskané
imunodeficience (AIDS), kdy se oportunni mikrosporidiové infekce s prijmy a systémovym
onemocnénim pacientG s AIDS dostaly do zorného pole nejen védy, ale pfedevsim lidské
mediciny. Do té doby byly mikrospridie znamy jen jako bézni paraziti zvifat a hmyzu, ktefi
se u lidi vyskytuji spiSe sporadicky. Avak s érou onemocnéni AIDS se postaveni
mikrosporidii zasadné zménilo. Tyto organismy jsou dnes znamy jako piivodci oportunnich
infekci u jedinctt s imunodeficienci.

Vzhledem k tomu, Ze pribéh a zavaZnost tohoto onemocnéni zavisi kromé druhu
a genotypu parazita zejména na stavu imunitniho systému hostitele je ziejmé, Ze rozvoj
léCebnych technik, které jsou zaméFené pravé na modulaci imunitniho systemu a to zejména
ve smyslu potlaceni jeho aktivity napf. u pacientd pfi transplantaci, pfi lécbé nékterych
autoimunitnich onemocnéni (nespecifické strevni zanéty, roztrousena skleréza) nebo nejen
pfi biologické lécbé malignich onemocnéni (leukémie, lymfomy), s sebou pfinasi riziko
ohrozeni ne nepodstatné velké skupiny sekundarné imunodeficientnich pacienta timto
patogenem.

Informace ziskané z piirozené i experimentalini infekce laboratornich zvifat poskytuji
zaklad pro porozuméni vztahu hostitel — parazit pfi mikrosporidiovém onemocnéni ¢lovéka.

Dr. Kotkova ve své praci srovnava pribéh mikrosporidiézy u imunokompetentnich
a imunodeficientnich mysich hostiteld, zaméfuje se nejen na hostitele, ale také na patogena
a jeho schopnost vyvolat zavazné onemocnéni v zavislosti na jeho genotypu. K infekci si
vybrala mikrosporidii Encephalitozoon cuniculi genotyp Il a Ill, jakozto oblibeny modelovy
organismus pfi studiu mikrosporidiové infekce, ktery Ize Uspésné kultivovat in vitro. Mnoho
z toho, co je o patogenezi mikrosporidiové infekce znamo, je zaloZzeno na experimentalni
infekci laboratornich zvitat pravé timto druhem. V neposledni fadé vénuje pozornost také
transplacentarnimu pfenosu tohoto patogena.

PredloZzena prace rozsahu 1055 stran je psana srozumitelnym jazykem s minimem



chyb a pfeklepu. Je klasicky ¢lenéna do jednotlivych kapitol pro tuto praci typickych — Uvodni
literamni prehled, Cile prace, Shrnuti vysledku a diskuze, Zavéry, Publikace, z nichZ vychézi
tato prace a Citovana literatura.

Vivodu je Ctenadi seznamen s tématem dizertaéni prace. Teoreticky pFehled
pomérné podrobné zpracovava taxonomii, biologii véetné morfologie a zivotniho cyklu
mikrosporidii, samostatna kapitola je vénovana v praci pouzitému druhu E. cuniculi zejména
genotypu lll. V kapitole Diagnostika mikrosporidii jsou podrobné popsany metody, jimiz Ize
primo &i nepfimo diagnostikovat pritomnost mikrosporidii v napadenych organismech, od
téch zakladnich mikroskopickych po molekularni az po stanoveni specifickych protilatek.
V kapitole Mikrosporidiové infekce vs. imunita je prehledné zdokumentovan recentni pohled
na tuto problematiku. Jak je patrno =z citované literatury, dr. Kotkova se svymi
spolupracovniky vyznamné prispéli do této mozaiky pravé svymi publikovanymi
(i nepublikovanymi) vysledky. Zavér této ¢asti disertaéni prace je vénovan modelovym
organismum jako hostitelim, které byly pfi studiu pouzity.

Cile prace jsou stanoveny jasné a jednoznaéné a shoduji se s cili jednotlivych
publikaci.

Z vysledkové Casti této prace, ktera je spojena s jejich diskuzi, je patrné, ze pribéh
infekci zplsobenych E. cuniculi zavisi nejen na stavu imunity hostitele, ale také na infekéni
davce a genotypu této mikrosporidie, tize infekce, tedy smrtnost mysi vSak neni dana
rychlejsim nastupem infekce a vyssi pozitivitou napadenych organt téchto hostitel. Bylo
take prokazano, Ze mikrosporidie E. cuniculi jsou schopné prezivat v organech
imunokompetentniho mySiho hostitele v dostateéném mnozstvi, takze po imunosupresi,
resp. vysazeni léCby hostitele jsou mikrosporidie schopny infikovat dalsi organy, coz by pfi
radikalnim sniZeni imunity mohlo vést k rozvoji zavazné mikrosporidiézy u takto
imunodeficientniho hostitele. Uginek pouzité 16&by byl tedy u imunokompetentnich mysi jen
docasny, u imunodeficientnich pak vede pouze k prodlouZeni Zivota infikovanych mysi
o nékolik tydnd. Jak naznacuji vysledky celé Fady renomovanych pracovist i vysledky
Dr. Kotkove a spol., jako kriticka pro zvladnuti mikrosporidiézy se jevi buné&na imunita,
v tomto pfipadé zastoupena cytotoxickymi CD8+ T lymfocyty. A v neposledni fadé tato
prace spiSe prokazuje mozny transplacentalni pfenos parazita u imunokompetentnich mysi.

Méla bych na autorku 2 dotazy:

v Mohla byste prosim navrhnou schéma patogeneze infekce E. cuniculi na zakladé
dosud znamych a potvrzenych vysledku studia této problematiky?

v Myslite si, Ze infekéni davka hraje zasadni roli pfi infekci jak imunokompetentniho,
tak imunodeficientniho hostitele? A je pro mikrosporidiézu vibec definovana néjaka



minimalni infekéni davka?

Predlozena disertacni prace RNDr. Michaely Kotkové, Dis. je po strance formalni
i faktické spis, ktery splfiuje standardni pozadavky kladené na dizertaéni prace na
Zemeédeélské fakulté Jihoeské univerzity v Ceskych Budéjovicich. Sepsanim této prace
a zejména pak pfedloZenych publikaci v impaktovanych éasopisech Dr. Kotkova prokazala
svou schopnost analytického a védeckého pfistupu ke studiu dané problematiky. Praci
jednoznacné doporucuji k obhajob& a po jejim Uspésném absolvovani take udéleni
akademicko - védeckého titulu Ph.D. (philosophiae doctor).

W

RNDr. Pavlina Tinavska, PhD.

V Ceskych Budéjovicich, 12.9.2019.
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Oponentsky posudek na disertaéni praci
RNDr. Michaely Kotkové DiS.
Mikrosporidiové infekce vyvolané Encephalitozoon cuniculi genotypem II a
III u imunokompetentnich 2 imunodeficitnich hostiteli

PfedloZena prace je zaloZena pfedev$im na 5 publikacich, z nichZ 4 jsou prvoautorské.
Prace jsou publikovany ve kvalitnich ¢asopisech (IF 1,719 Exp Parasitol a a 2,755 Parasite
Immunol). Kromé& téchto praci je uvedena téZ publikace vze$la z magisterské prace a pfiloZzen
seznam dalgich 4 publikaci, vénovanych jinym tématim. V souladu s poZadavky je prace
doplnéna komentifem k publikacim, zaujimajicim 44 stran.

ProtoZe jednotlivé prace prosly naroénym recenznim procesem, zamé&fim se zejména
na komentéf a zavéry. Komentaf za¢ina historii popisu mikrosporidi a jejich charakteristikou
a dale se zamé&fuje zejména na druhy infikujici savce.

_ Zvl4stni pozornost je vénovana genotypim nikrosporidie Encephalitozoon cuniculi,
zejména v 1 z praci studovandm rozdiliim pribéhu infekce genotypy II a III.

Piehledné je zpracovan vycet diagnostickych metod pro zjiSténi mikrosporidiovych
infekci. Snad by méla byt, vzhledem ke vzristajicimu vyznamu, vice rozvedena ¢ast vénujici
se molekularni diagnostice.

Dalsi &ast je v& novana pfenosu mikrosporidii, obzvlasté transplacentarnimu.

Na str. 29, v odstavci ,,Koné a mali pfeZvykavci“ jsem nalezl informace o transplacentarnim
prenosu mokrosporidii u koni a lam. Upozoriiuji, Ze lamy patfi do podfadu Tylopoda
(velbloudi) a nikoliv do Ruminantia (pfezvykavci). Skute¢nost, Ze také pfeZvykuji, nehraje

v systematickém zafazeni roli.

Nejpodrobnéji je pojednana &ast tykajici se vztahu imunitniho systému k
mikrosporidiovym infekcim a modelovym zvifatim pouZivanym pro studium této
problematiky, zejména imunokompetentnim a imunodeficentnim mySim.

V &asti 111 jsou shrnuty a diskutovany vysledky pfiloZenych publikaci: shrnuti je
struéné, vécné a srozumitelné. Vysledky jsou konfrontovany s literarnimi prameny tykajicimi
se tématu; velmi mne v3ak udivilo, Ze schazi cely soubor praci pochazejicich z laboratote
prof. Marie Anety Lallo z University Sao Paulo. Pfitom, fada vysledki ziskana timto
kolektivem se s obhajovanymi vysledky dost shoduje a konfrontace odliSnosti by asi
napomohly lep§imu pochopeni této nejednoduché problematiky. Ani se mi nechce véfit, Ze by
v dne3nim digitalnim svét& a snadného pfistupu k databazim mohly nasledujici citace
uniknout pozornosti:

Lallo MA, Santos MJ, Bondan EF, 2002: Experimental Encephalitozoon cuniculi infection in dexamethasone-immunosuppressed mice.
Revista de sande publica 36 (5), 621-626

Lallo MA, Bondan EF, 2005: Experimental meningoencephalomyelitis by Encephalitozoon cuniculi in cyclophosphamide-
immunosuppressed mice. Arquivos de neuro-psiquiatria 63 (2A), 246-251

Lallo MA, MPM Hirschfeld, 2012: Encephalitozoonosis in pharmacologically immunosuppressed mice, Experimental parasitology 131 (3),
339-343

Lawlor EM, Moretto MM, Khan IA.2010: Optimal CD8 T-cell response against Encephalitozoon cuniculi is mediated by Toll-like receptor 4
upregulation by dendritic cells. Infect Immun.; 78(7):3097-3102. PMID:20421379

Lallo MA, LFV da Costa, JM de Castro, 2013: Effect of three drugs against Encephalitozoon cuniculi infection in immunosuppressed mice.
Antimicrobial agents and chemotherapy 57 (7), 3067-3071

da Costa LF, Alvares-Saraiva AM, Dell' Armelina Rocha PR, Spadacci-Morena DD, Perez EC, Mariano M, Lallo MA. 2017: B-1 cell
decreases susceptibility to encephalitozoonosis in mice. Immunobiol.: 222(2): 218-227. PMID: 27707513

Moysés,CRS, LFV Da Costa, EC Perez, JG Xavier, DD Spadacci-Morena, 2018: Cyclophosphamide immunosuppressed Xid mice model
clarify the protective role of B cells in experimental encephalitozoonosis. BioRxiv, 430256
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Na druhou stranu, protoZe Misu i jejiho $kolitele znam, nepodeziram je, Ze by
vysledky tymu zabyvajiciho se podobnou problematikou jako oni, zZimérné ignorovali. Véfim,
Ze se to pfi obhajobé vysvétli.

Pfipominky mam i k nasledujici ¢asti IV Zavéry. Postradam tam ur€itou miru
zobecnéni. Nékteré ziavéry piece mohou byt hypotézou, kterd bude v budoucnu potvrzena ¢i
vyvracena. Lze pfece pfedpokladat, Ze co se napi. prokazalo u mys$i, bude platit pro aspoii
nékteré dalsi savce apod. Kviili tomu jsou pfece pouZivana modelova zvifata!

Nejdfiv jsem zacal sim zavéry pieformulovévat, zacal jsem u posledniho:
,Experimentalné byl jednozna&né prokazan transplacentarni pfenos sav€ich mikrosporidii u
imunodeficitnich &i imunosuprimovanych zvifat.“ (ostatni informace obsaZené v pitvodni

Jormulaci jsou dohledatelné v pFedchozim textu). Poté jsem se rozhod] poZadat studentku, aby
se pokusila podobnym zpiisobem zobecnit i ostatni zavéry a zafadila to do prezentace
obhajoby. '

Dotazy:

1. Nenapadlo vés s odstupem €asu né&jaké logické vysvétleni skute¢mosi, Ze ackoliv
genotyp II E.c. infikuje méné& organti s menSi intenzitou nez genotyp III, piesto
hostitele zabiji dfive? Nema tfeba afinitu k néjaké Zivotn€ dileZité tkani?

2. Piestoze bylo v této praci i v fadé dalSich experimenti a pozorovani prokazano, Ze
Encephalitozoon mize infikovat (a infikuje!) imunokompetentni hostile bez vyvolani
patologickych zmén, existuji pfipady klinicky zjevnych infekci imunokopetentnich
jedincii. U lidskych pfipadi se to vysvétiuje koinfekei jinym agens ¢i podobnou
pri¢inou (zanét po transplantaci) — jde oviem o ojedinélé pfipady. Jak si vysvétlit
nekdy hromadné klinicky manifestni mikrosporidiézy zvifat (konkrétn&
encefalitozoondzy polarnich lisek v koZesinovych chovech ¢i infekce kralikii)?

3. Nastr. 43 je fumagilin oznagen kwviili malé citlivosti mikrosporidii rodu
Encephalitozoon k albendazolu za ,,lék prvni volby*. Vzépéti je vSak zminé€na jeho
toxicita. Jak tedy mame tomu ozna&ni rozumét? Opira se to o néjakou studii, kdy byl
fumagilin proti encefalitozoondze uspés$né nasazen? (pokud ano, chybi citace).
Domnivéam se, Ze pravé z vysledki obhajované prace vyplyva, Ze 1ékem prvni volby
ma zistat albendazol. Praxe, kdy je pouZivan, dokazuje, Ze k 1é¢ebnému efektu neni
tfeba eradikace infekce, Ze stadi sniZeni intenzity. Vyplyva to i z vySe popisovanych
experimentu, ne?

Pres moje drobné vytky préci hodnotim kladn&. Nemohu si v3ak odpustit pfipominku, Ze kvalitnimu
obsahu m4 odpovidat i kvalitnf forma: v tomto pFipad® nebyla vénovana dostatné péce jazykové strance. Nalezl
jsem Fadu pfeklepd i mluvnickych chyb, n&které z nich se opzkuji. UZ v samotné anotaci, kterd by méla byt
pséna s obsvla3tni pé&i, se setkavame s chybnym tvarem z4jmena ,,jenZ“ (prvni fadek) a s anakolutem (posledni
véta 1. odstavce). Naopak, pouze v anotaci je pouZito spravné zdjméno ,transplacentdrni®, kdeZto v dal3im textu
je (bohuZel mnohokrat!) pouZivano nespravné ,tranplacentaini“ (skute¢nost, Ze stejnou chybu udélali mnozi jini,
nenf argumentem, sta¢i si vyhledat slovo ,placenta“ s odvozeninami ve slovniku cizich slov. Pokud jde o
nezvl4dnuti sklofiovani ,jenZ* (8asté v dal¥im textu), jednoduché rada zni: pouZivat radgji jednodu3si zdjméno
,ktery*. Pokud jde o shodu podmétu s ptisudkem, tam lze doporutit vice pozomosti pfi-kontrole.
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~ Zavérem konstatuji, Ze predloZena prace bezesporu spliiuje vSechny poZadavky
kladené na diserta¢ni praci studijnim fadem ZF a souhlasim, aby po jeji obhajobé byl

Michaele Kotkové udélen titul Ph.D.
! ‘

Ceské Budgjovice 13.9. 2019 Doc. RNDr. Oleg Ditrich, CSc
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Oponentsky posudek na disertacni praci

autor disertacni prace: RNDr. Michaela Kotkova, DiS.

$kolici pracovité: Jino€eskd univerzita v Ceskych Bud&jovicich, Zemédélsk4 fakulta

skolitel: prof. Ing. Martin Kvac, Ph.D.

nazev prace: Mikrosporidiové infekce vyvolané Encephalitozoon cuniculi genotypem Il a lll u

imunokompetentnich a imunodeficientnich hostitell

oponent: doc. Ing. Jaroslav Vadlejch, Ph.D.
pracoviité: Ceska zemédélska univerzita v Praze, Fakulta agrobiologie, potravinovych a pfirodnich

2droja, katedra zoologie a rybarstvi

Dr. Kotkova predloZila disertalni praci zaloZzenou na Ctyfech védeckych pubtikacich, u tfech
z nich je hlavni autorkou a u jedné je druhou autorkou. Splnila tak poZadavek na vytvoreni kompilaéni
prace.

Na zdkladé zkuSenosti s disertacnimi pracemi kompilaéniho typu z ¢eskych, i zahraniénich
univerzit, mam obecné doporuceni k ¢lenéni tohoto typu zavérecnych praci. Publikované prace by mély
logicky pfedchazet kapitole Shrnuti vysledkd, aby si je ¢tendf mohl prostudovat jeSté pred jejich
zhodnocenim autorem disertace.

V préci se vyskytuji formalni nedostatky ve formé preklepd (napf. str. 30 ,,...mikrskopicky
rozliSitelné...”, ,,...pfipad poptratu”, str. 34 ,,...pfima citotixicita...”), nespisovné vyrazy (napf. str. 34 ,,...
CD4+ hrajou...”, str. 36 ,..s monoklonarnima a polyklondrnimi protildtkami...”), ¢i nedodrZeni
standardnich pravidel pro Upravu dokument( (za Eislici u nazvu kapitoly se jiZ neuvadi tecka a kazda
kapitola v praci musi byt Cislovdana — neni dodrieno v kapitole 1.5.1 a neni tudiz ani uvedeno
v automaticky vygenerovaném obsahu prace). Formélni nedostatky se objevuji i v seznamu citované
literatury (napf. chybné abecedni fazeni autorl — Salat by mél nasledovat az po Sakovi, preklepy napf.
str. 91 ,Frazen, 2004 .... Trends Patasitol”, str. 101 Sterzl ... nesrozumitelnd citace, apod.), po jeho?

prostudovani je zfejmé, Ze autorka jednotlivé prace vkladala ru¢né. Aby se prededlo takovymto
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zbyteénych chybam, doporucuji k tomuto ucelu pouZit odpovidajici software (napf. EndNote). Vyse
jmenované nedostatky spiSe kazi dojem, neZ aby sniZovaly kvalitu disertaéni préce.

Vlastni disertace za&ina kapitolou Uvodni literarni pfehled, ktera poskytuje informace o biologii,
diagnostice, pfenosu mikrosporidii a imunologii mikrosporidioz. Doporucil bych viak spiSe tradi¢ni
¢lenéni na kapitoly Uvod a Literarni pfehled. Tematické okruhy, kterymi se tato &ast disertace zabyva,
nejsou, dle mého nazoru, dostatecné zpracované. VétSinou jsou zbytecné Uzce zamérené a chybi jim
urcity nadhled a obecné shrnuti, které jsou pravé pro tento typ zavérecné prace podstatné. Zcela chybi
napf. jakdkoliv zminka o patogennim plsobeni parazita nebo symptomatologii onemocnéni. S vétsinou
téchto informaci potfebnych kfddnému pochopeni problematiky se c¢tendf seznami az po
prostudovani pfiloZzenych publikovanych ¢lanka.

Po prostudovani vysledkd disertaéni prace lze konstatovat, Ze stanovené cile prace byly spinény.
Pro realizaci cild studentka vyuZila fadu metodickych pfistup(, od tradi¢nich metod experimentaini
parazitologie az po moderni molekularné biologické techniky. Oceruji pfedevsim znatné narolné
postupy spojené stransplacentdrnim prenosem. PouZité metodiky jsou v dané oblasti vyzkumu
celosvétové akceptované a jsou vhodné k dosaZeni relevantnich vysledkl. K odborné ¢asti prace nemam

pfipominky.

K autorce disertacni prace mam nasledujici otazky:

1. Jaké metody se standardné pouZivaji pro diagnostiku encefalitozoondzy / mikrosporidiéz
v huménnich laboratofich a jakd je jejich prevalence v Ceské republice?
2. Jsou nékteré druhy/skupiny ZivoCichl vnimavéjsi k mikrosporidiézam a proé?
3. Jaka je rezistence spor E. cuniculi / mikrosporidii vi¢i environmentélnim vliivim a existuje Uéinna

prevence infekci vyvolanych témito parazity?

Po celkovém zhodnoceni a pres vySe uvedené formalni nedostatky pfedloZené disertaéni prace
konstatuji, Ze studentka prokdzala schopnost védecky uvaZovat nad danym problémem, s vyuzitim
vhodnych metod dosdhnout vytyCenych cild a vlastni vysledky kriticky diskutovat s vysledky ostatnich

autord. Dr. Kotkova ziskala a publikovala velmi zajimava data, diky kterym bude moZné lépe pochopit
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védecké roviné, ale presahuje i do praxe.

Doporuéuji disertacni praci podstoupit obhajobé a po zodpovézeni vy$e uvedenych otdzek a

pfipominek dr. Michaele Kotkové udélit akademicko-védecky titul philosophise doctor (Ph.D.).

V Praze, 4. zari 2019

V Vigdlejch, Ph.D.



