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Piedlozena diplomova prace (DP) ma 105 stran a je ¢lenéna dle zvyklosti (Uvod, Cile DP,
Literarni ptehled, Metodika, Vysledky, Diskuze, Zavér, Seznam pouzitych zkratek,
Literatura). V textu se nevyskytuji gramatické ani stylistické chyby, text je doplnén
pocCetnymi mikrofotografiemi, 9 tabulkami a 2 grafy. Prace splituje formalni pozadavky
kladené na DP.

Stanovenym cilem DP bylo charakterizovat patogenezi a zmény v imunitni odpovédi v nosni
sliznici kachen nakazenych ptaci schistosomou Trichobilharzia regenti od 14. do 26. dne po
infekci, a to s vyuzitim klasickych histologickych barveni, imunohistochemickych znaceni a
histochemickych znaceni lektiny.

Kapitola ,,LITERARNI PREHLED*“ shrnuje informace o interakcich lidskych i ptadich
schistosom s hostitelem. Autorka v ni bliZe popisuje imunitni reakce probihajici v riznych
fazich infekce a zvlast se vénuje interakcim parazita se sliznicemi hostitele. Dale také
poskytuje ptehled specifik kachniho imunitniho systému a obrannych mechanismi
uplatiiovanych viic¢i patogentim.

Kapitola je psana piehledné, rozsah pouZitych zdrojli informaci odpovida tématu, zdroje byly
voleny vhodné a citovany spravné. Obcas jsou ale informace nekriticky pfebrané jenom z
jediného zdroje, a pokud se informace z riznych zdrojii rozchéazeji, neni toto diskutovano.
Navic, pti pouziti rozchazejicich se zdrojii v riznych ¢astech prace pak dochazi k rozporim
(pt. s. 13 - "zadné poskozeni ani Cervi nebyli zaznamenany v bulbus olfactorius ..." a's. 15 -
"V oblasti bulbus olfactorius se kolem parazita vyskytovali infiltraty..."). Celkov¢ ale kapitola
poskytuje kvalitni teoreticky zaklad k danému tématu.

Kapitola ,,METODIKA* je logicky a ptehledné ¢lenéna do podkapitol n¢kolika trovni. V
ramci jednotlivych podkapitol je text misty uspofadan pro Ctendie nepohodIné, kdyz kroky
nebo informace k nim nejsou popisovany v poradi, v jakém nenasleduji. VSechny potiebné
informace jsou ale v dal§im textu vétSinou objasnény. Vyjimku tvoii né€kolik informaci, které
ve vyctu pouzitych metod zcela chybi. V textu neni nijak popsan piivod nebo zplisob ziskani
krevnich roztért, otiskl sleziny a Fabriciovy burzy, chybi 1 informace o metodé¢ montovani
nabarvenych histologickych preparatt po jejich odvodnéni. U mnohych pouZzitych primarnich



protilatek (15 z 31) neni uveden vyrobce ani katalogové ¢islo, u dalSich 4 je uveden jen
vyrobce (s. 40, tab. 2). U vSech téchto protilatek je uveden jenom tzv. "ptivod", a to instituce
(nejcastéji UMG AV). Neni jasné, zda se jedna o protilatku ptipravenou na daném pracovisti
antigenu atd. Az podle kapitoly "Diskuze" se 1ze domnivat, Ze se pravdépodobné jednd o
komer¢ni protilatky poskytnuté ze zasob danych instituci, ale bez potiebné specifikace.

Jednotlivé postupy jsou prehledné popsany v krocich. Casté poznamky o moznych obménach
¢i potiebé optimalizace (napf. s. 30 - "barveni 30 s az 2 min., dle stafi roztoku a zalévaciho
média; s. 33 - "poté je mozné dobarvit Mayerovym ¢i Harrisovym hematoxylinem", apod.)
vSak budi dojem, Ze se nejedna o piesny popis konkrétnich krokli provedenych autorkou, ale o
piebrany obecny text protokolu. Navic, mnohé z krokl jsou rozsahle komentovany, ¢im se
kapitola "METODIKA" casto stdva diskusi o metodach (pf. s. 32 - "..byla vétSinou
doporucovéana jadrova cCerven..., my jsme pouzili Weigertiv hematoxylin."; nebo "Bylo
pouzito komerc¢n¢ dostupné Schiffovo cinidlo, lze jej vSak také pfipravit nasledovné:
...(postup)..., mé& mit ¢irou barvu..., skladovani je doporuceno v lednici.").

Celkov¢ bylo na histologické fezy aplikovano 11 rGznych barveni, 31 primarnich protilatek a
8 lektind. Nektera barveni byly zvoleny pro dany ucel netypicky, napt. barveni Giemsa (ve
dvou modifikacich), pouzivané standardné pro roztérové preparaty nebo Ziehl - Neelsen,
pouzivané standardné pro prukaz acidorezistentnich bakterii. Neni zfejmé, na zakladé ¢eho
byly pro praci zvoleny nékteré protilatky, které dle literatury a tabulky 2 neznaci Zadné kachni
buiikky, nebo protilatky, kterych reaktivita s kachnimi builkami nebyla ovéfena a jina
protilatka s poZadovanou specifitou byla k dispozici.

Kromé zpracovani histologickych feza byla vyuzita i pritokovéa cytometrie. Touto metodou
byla testovana reaktivita nekterych z pouzitych protilatek s kachnimi buiikami, ale neposkytla
pozadovany vysledek. Informace uvedené v dalsich kapitolach ("VYSLEDKY", "DISKUZE")
popisujici pfi méfeni na cytometru vysoky podil mrtvych bun€k a bunééného debris, a nizky
celkovy pocet naméefenych udalosti, svéd¢i o chybé ve zpracovani. Zjisténi, Ze pievazujici
erytrocyty v plné krvi znemoznuji detekci jinych, malo pocetnych bunécnych populaci,
naznacuje spi§ nepromysleni experimentu pied jeho provedenim.

Kapitola "VYSLEDKY" &asto obsahuje mimo novych zjiiténi i popis znamych faktd, ty
dokonce v nékterych ¢astech prevazuji (pf. podkapitola 3.1; 3.2.2.1, 3.2.2.2, atd). Kapitola je
postupnym popisem UspeéSnych 1 netispéSnych vysledkii jednotlivych experimentii, autorka
popisuje pouZitelnost jednotlivych metod, zplisoby optimalizace, pfipadné komplikace a
chyby v postupech. Napft. v podkapitole 3.2 (Histologické zhodnoceni tkan¢) autorka hodnoti
pouzita histologickd barveni, popisuje vzhled jednotlivych struktur po jejich aplikaci a
dochazi k zavéru, Ze barveni pouzitelnd k histopatologickému hodnoceni jsou HE, Massonovy
trichromy a toluidinovd modf. Nasleduje popis infikované sliznice (vyskyt parazitli, mira
poskozeni krevnich cév 1 slizni¢ni tkan€) ve ctyfech vybranych fazich po aplikaci téchto
barveni. V zavéru podkapitoly autorka shrnuje poznatky ziskané histologickymi barvenimi. V
nasledujici podkapitole se autorka obdobné vénuje imunohistochemickému znaceni. Hodnoti
nejprve pouzitelnost protilatek, dale popisuje tvar, pocetnost a lokalizaci fluorescencné
oznacenych struktur pfi jejich aplikaci. Postradam ale jakékoli propojeni vysledkli ziskanych
po zpracovani stejné tkdn¢ obéma metodami (pomoci barveni a IHC znaceni). Pouzitelnost
lektinii pro identifikaci imunitnich buné¢k a tim pro hodnoceni prabéhu infekce nebyla
prokazana (3.5).



V kapitole "DISKUZE" autorka postupné komentuje vysledky ziskané jednotlivymi
metodami, piipadné komentuje komplikace u jednotlivych experimenti. Jednotlivé informace
jsou prehledné a srozumitelné diskutovany porovnavanim s vhodné zvolenymi literdrnimi
zdroji. V textu jsou vysvétleny i p¥i¢iny nékterych nezdari. Casto piitom $lo o nezdary,
kterym by se ptredeslo lepsi znalosti literatury nebo dikladnéjSim planovanim experimentt
(napf. pfi feSeni probléml s autofluorescenci mohlo byt piechodnoceno, jestli nebude
vhodnéjsi pouzit chromogenni znaceni, s. 83, nebo uskladnénim alikvotnich davek protilatek
se mohlo ptedejit jejich znehodnoceni, s. 84).

Jednotlivé kapitoly jsou doplnény obrazky, tabulkami a grafy. Na tyto je v textu spravné
odkazovano, a s vyjimkou nékolika tabulek jsou spravné a srozumitelné popsané. Nékteré
tabulky nejsou jasné¢ pochopitelné bez dohledani informaci v textu, napf. tab. 5.

Zaver prace sumarizuje popsané vysledky a rozdéluje je na fakty, které byly praci ovéieny ¢i
potvrzeny, a na fakty zcela nové popsané.

Poznamky:

1. s. 70, obr. 18: Bunky miiZzeme popisovat jako "pozitivni pro dany znak", ale ne jako
"pozitivni na protilatku proti danému znaku"

2. s. 77: Pokud na histologickém preparatu neni mozné jasné rozlisit jednotlivé bunky kvuli
veétsi tloust'ce fezu, je vhodné pripravit fezy tenci, idedlné 2pm.

v

3. s. 76: Pravdépodobnéjsi jako naruseni cév dospélymi Cervy je jejich naruSeni nakladenymi
vajicky a / nebo imunitni reakci.

Celkové hodnoceni:

Ptes veskeré vyhrady praci doporucuji k obhajobé.

Otazky k diskuzi:

1. Vysvétlete v strucnosti, na zéklad¢ ¢eho jste volili jednotliva barveni, protilatky a lektiny.

2. U IHC znaceni popisujete zna¢né problémy s autofluorescenci, s nereprodukovatelnosti
vysledk, apod. Popiste, jak jste postupovali pii optimalizaci téchto metod.

3. Vysvétlete, co je molekula KULO1, kde je jeji vyskyt dle literatury znam, kde jste ji
oc¢ekavali u kachen, a jak se od o¢ekavani lisi vase vysledky.
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