Oponentsky posudek
doktorské dizertaéni prace MUDr. Jana Cibulky
»Sledovani imunogennich vlastnosti lidské spermie“

Autor dizertace si vybral vysoce aktualni téma, které se v celkovém kontextu dotyka
velmi zdvaZzné problematiky vSech primyslové vyspélych stati a dnes uZ i dfive méng
rozvinutych zemi, které prekotné piejimaji westernizovany zplsob Zivota se vSemi
negativnimi dopady, a to muZské neplodnosti. Ve své praci se uzZeji zaméfuje na studium
vztahl mezi spermii a jejim prostfedim, resp. imunitnim milieu organismu, s cilem nalézt
nové diagnostické zpisoby vyuzitelné jak v klinické praxi, tak v dal§ich smérech vyzkumu
zaméfeného na komplexni problematiku lidské neplodnosti. V popfedi pak stoji objasnéni
pfiCin poruch plodnosti zpisobenych imunologickymi mechanismy a to jak humoralnimi
(autoprotilatky), tak bunéénymi (cytotoxicita).

Dizertaéni prace je klasicky délena na obecnou &ast a experimentalni ¢ast. V obecné
Casti na vice jak 50 stranach autor velmi podrobné analyzuje pfi¢iny imunologicky podminéné
neplodnosti, jeji patogenezu, véetné moznosti jeji diagnostiky a 1éEby, a teoreticky piiblizuje
mechanismy vzniku antigenicity spermii v prub&hu jejich diferenciace. Hned v Gvodu
konkretizuje uZivani pojmu neplodnost, rozdily mezi sterilitou, infertilitou a subfertilitou, a
srovnava jejich spravné vymezeni a pouzivani podle doporueni SZO. Uvadi statistické
frekvence pfi¢in neplodnosti muzské a Zenské neplodnosti, a hodnoceni spermiogramu véetné
odchylek od normospermie.

Co se tyCe imunologicky podminéné neplodnosti autor spravné interpretuje
komplexnost této problematiky, kterd je determinovana uZ samotnou hierarchizovanou
vystavbou imunitniho systému. Je tfeba ocenit, Ze autor upozoriiuje na fadu typu specifickych
protilatek, které neplodnost vyvolavaji, at’ pfimo (proti antigenim spermii), anebo nepfimo
(imunizace Zenského organismu antigeny spermii) nebo organové specifickymi protilatkami,
které vznikaji na zakladé patofyziologickych procest doprovazejicich rtiznd onemocnéni
(Stitna Zlaza, diabetes, ovarilni selhani apod.) a rovnéZ protilatek proti nékterym molekuldm
buné¢nych slozek, MHC nebo ECM (anexin, fosfolipidy, kardiolipin aj.). Detailné rozebira
vznik a antispermatozoidélnich protilatek (ASA) a uvadi specifické rozdily etiologie ASA u
muze a Zeny. U muzl vznikaji ASA autoimunizaci pfi naruSeni hematotestikularni bariéry,
v disledku vyvojovych anomalii, patogenetickych procesii (zanéty), operaénich vykonii nebo
pourazove, zatimco u Zen dochézi k tvorbé ASA izoimunizaci, protoZe imunitni systém Zeny
rozpoznava za ur€itych okolnosti spermatocytarni antigeny jako cizorodé. Nejcastéji je to po
chirurgickych zékrocich a zanétech. V dal§ich pasazich obecného uvodu autor dopodrobna
analyzuje moZnosti interpretace vzniku neplodnosti vyvolanych ASA, od posuzovani
dostate¢ného po¢tu a dostateéné motility spermii, pfes Glohu mukdéznich a mechanickych
bariér (ovula¢ni cervikalni hlen) limitujicich penetraci spermii, aZ po evaluaci chemotaktické
schopnosti spermii vyhledat oocyt a uskuteénit fizi. Stejné tak obsahle uvadi diagnostické
metody ASA, mozZnosti 1é¢by ASA pozitivnich pacienti uspésnost asistované reprodukce u
ASA pozitivity. V dalsi ¢asti tohoto teoretického piehledu autor vysvétluje ultrastrukturalni a
proteomickou unikatnost spermie a jeji antigenni vybavy. Opét detailné (jak jinak) popisuje
spermatogenezu, diferenciaci a maturaci spermatozoidu, celuldrni i humoralni skladbu
ejakulatu a nezapomind ani na imunologicky profil semindlni plazmy. Zavére€na &ast tohoto
pfehledu je vé€novdna analyze termindlni fize  maturace, kapacitaci, a poslednim
strukturdlnim zméndm spermatozoidu, které se uZ odehravaji v Zenském pohlavnim traktu pfi
interakci se zonou pellucidou. Ve je diskutovano ve vztahu k antigenni vybavé spermie a
jejimu vyznamu pro feSeni kli€ovych otdzek spojenych s imunologickou problematikou ASA.
Na uplny zavér, v subkapitole ,,Imunologie reprodukce ve sluzbach antikoncepce®, jsou jesté
porovnany moZnosti vyuZiti riznych zpisobi hormondlni a imunologické antikoncepce



(antikoncepéni vakcinace) pii planovani rodi¢ovstvi, a to dokonce z pohledu feSeni
problematiky jak environmentélniho zne€isténi (hormony), tak globalniho popula¢niho ristu.
Autor upozortiuje na aktualnost fedeni této dileZité problematiky, kdy by podle néj bylo
zapottebi ziskat dostatené informace o antigenni skladb& spermii (proteomické mapy) a to
na zaklad® vyuZiti rtiznych, alevzajemn& se dopliujicich metodologickych pristuptl
(elektroforéza, geneticky knockout, western blotting, hmotnostni spektroskopie aj.)

Druhou &4st dizertatni prace, rozsahem témé&F totoZznou jako je obecnd, teoreticka
Sast, zaujima popis experimentl a hodnoceni ziskanych vysledku. Tato experimentéalni ¢ast je
rozdélena do n&kolika logicky uspofadanych celkii s pfesné vyty¢enymi cili vyzkumu. V ni
jsou rozebrany zpiisoby a metodické p¥istupy (v&etn& detailniho vyctu chemikalii, reagencii a
pFistrojového vybaveni), které autor vyuzil pro piipravu paneli spermatozoidalnich antigeni
pro imunoblotting a imunofluorescenci, pro izolaci a identifikaci antispermatickych sérovych
aglutininii a povrchovych spermidlnich antigent biotinovym znacenim, a pro jejich mapovani
spermaglutinaénimi  protilatkami. Kazdd monotematicka experimentalni kapitola je
doprovazena podrobnym popisem vysledki, zdafilymi grafy, tabulkami a piehlednymi
schématy, ptipadné fotodokumentaci elektroforetogrami. ProtoZe autor ziskal relativné velké
mnoZstvi vysledk, rozhodl se je pro prehlednost diskutovat a zaveére¢né zhodnotit u
kazdého experimentilniho tématu samostatng. Ve stru¢ném celkovém zavéru pak shrnuje
vyhody a nevyhody pouzitych metodik a poukazuje na vyhledy daldiho vyzkumu, pfi¢emz
zdiraziiuje dileZitost orientace také na vySetieni biologického materialu zenského genitalniho
traktu, coz by dopomohlo optimalizovat interpretaci vysledki a jejich vyuZiti v klinické praxi.

Je samoziejmé, Ze v kazdé praci se vyskytnou formélni nedostatky. V této praci se
vyskytuji rovnéz, ale jsou tak nepodstatné, Ze jeji kvalitu nikterak nesniZuji. Autorovi bych
cht&l jen pfipomenout, Ze napt. v Seském textu je zvykem v &islech psat desetinnou ¢arku,
nikoliv te¢ku jako v anglickych (viz. napt. Tab. 3). V Tab. 4. je tfeba ujednotit terminy srv.
normospermie, tak¥e ostatni terminy by mély rovnéz koncit ...ie, nikoliv latinizovan¢ ...ia.
Ve vysvétlivkach zkratek nepiisobi dobfe nepfelozené anglické terminy, které maji své bézné
urivané &eské ekvivalenty: srv. napf. Human Leukocyte Antigen (lidsky leukocytarni
antigen), Heat shock protein (protein tepelného Soku) aj. RovnéZ je tieba drzet se jedné formy
pravopisu, v odbornych textech lépe formy konzervativni, napf. isoimunisace, isoforma,
deionisovany, isolovat, sensibilisovat, isotyp, nikoliv smésné isoimunizace. Anebo vSude
diisledng dodrzovat modernizovanou formu, izoimunizace, izoforma, deionizovany, atd.
Jinym formélnim opomenutim je uvadéni odkazi na citace, které by mélo byt rovnéz
jednotné, tedy bud &iselny odkaz v zdvorce, anebo vypsani autora (et. al.) suvedenim
letopo&tu (viz napt. str. 25, Li 1974 srv. [32]). Navic, nelze dohledat citaci Franklin a Dukes
(1964) v Seznamu pouzité literatury. V takovéto vysoce odborné praci je také béZnym
{izusem, Ze se v citacich uvadgji vichni autofi, nikoliv jako namatkou v citaci 66. Mashu, A.,
Tanabe, K., Kamei, K., et al., a v fad¢ dalSich.

Piedkladana dizertatni prace je reprezentativnim prifezem problematiky imunologie
lidské spermie a viceméné i uvodem do Sirokého oboru reprodukéni imunologie, protoZe se
opira o rozséhly podet vétsinou nejnovéjsich odbornych praci (vice jak 200 citaci). Je také
tfeba ocenit, a to se malokdy stavd, Ze autorovi se podafilo navézat produktivni spolupraci
s dal§imi Gstavy a specializovanym pracovisti, a Ze se vysledky tohoto spole¢ného vyzkumu
podafilo Usp&né publikovat v fadé odbornych periodik. Tyto skute¢nosti charakterizuji
MUDr. J. Cibulku jako peélivého, pragmaticky uvaZujictho a svédomitc¢ho védeckého
pracovnika. Dokladé to formélni strinka a logicka strukturace prace. Co zejména oponent
ocefiuje, je schopnost autora realisticky interpretovat ziskané vysledky a zhodnotit jejich
aplikovatelnost v klinické praxi a naznacit moZné trendy dalSiho vyvoje oboru. To vSe jsou
divody, abych prekladanou dizertaéni praci MUDr. Jana Cibulky ,.Sledovani imunogennich
vlastnosti lidské spermie” oznatil z odborného hlediska za mimofadné velmi dobrou a



doporugil ji k obhajob&. Navrhuji jeji kladné pfijeti a rovnéZ doporucuji, aby na zakladé
usp&$né obhajoby byl MUDr. J Cibulkovi udélen akademicky titulu PhD dle Zakona o
vysokych 8kolach ¢. 111/98 Sb.
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