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Předkládaná diplomová práce se věnuje neurotropní motolici T. regenti, jejíž larvální stádia 

schistosomula migrují přes centrální nervový systém do nosní sliznice definitivního hostitele (vrubozobí ptáci), 

kde dospívají. Migrace až do CNS je známá také u náhodného savčího hostitele. 

 

Cíle práce: Hlavním cílem této práce bylo charakterizovat interakce imunitních hostitelských buněk 

a tegumentu parazita (schistosomulum T. regenti) na úrovni ultrastruktury. Autorka si ke splnění jasně 

formulovala logicky na sebe navazující dílčí cíle: 1. zhodnotit reakci gliových buněk CNS (tedy astrocytů 

a mikroglií) v okolí parazita v různých fázích infekce u různých hostitelů pomocí fluorescenční mikroskopie na 

kryořezech; 2. popsat morfologické změny vybraných buněk a tegumentu parazita při vzájemném kontaktu 

s využitím transmisní elektronové mikroskopie (TEM); 3. potvrdit identitu těchto buněk na ultrastrukturální 

úrovni s využitím imuno-transmisní elektronové mikroskopie (imunogold) a konfrontovat nabyté poznatky se 

standardní TEM; 4. pokusit se aplikovat metodu korelační světelné a elektronové mikroskopie (CLEM) na míchy 

infikované T. regenti tak, aby bylo možné lokalizovat požadované místo ve tkáni pomocí fluorescenčního 

značení a následně ho zdokumentovat na ultrastrukturální úrovni v TEM.  

 

Struktura práce: Práce je členěna do devíti kapitol, má rozsah 96 stran, obsahuje 27 obrázků a 4 tabulky. 

Členění práce, včetně členění do kapitol, je vhodně a přehledně zvolené.  

 

Formální úroveň práce: Jazyková a stylistická úroveň práce je na dobré úrovni, překlepy a gramatické chyby se 

v práci vyskytují v malém počtu. Obrazová dokumentace je kvalitní a výborně vystihuje dosažené výsledky. 

 

Literární zdroje: Autorka prostudovala a citovala literaturu k danému tématu a použitým metodám, 

v problematice se dobře orientuje. Seznam použité literatury obsahuje úctyhodný počet 233 citací (z toho 40 

sekundárních), jednotný styl citací je dodržen. Bohužel seznam obsahuje i některé citace (14), které nejsou 

uvedené v textu práce, a naopak některé citace z textu nejsou v seznamu, např. Morris a Threadgold 1968, 

Ransohoff a Brown 2012, Streit a kol. 1989, Streit a kol. 1998. 

 

Literární přehled: Autorka na 17 stranách shrnula poznatky o helmintózách centrálního nervového systému 

včetně jejich histopatologie. Dále se zaměřila již konkrétně na histopatologii T. regenti v CNS kachen a myší. 

Tomuto tématu se pracoviště Katedry parazitologie PřF UK věnuje již dlouhou dobu. Autorka shrnula 

nejdůležitější výsledky kolegů z tohoto pracoviště, na které následně navázala v praktické části své diplomové 

práce. V další části literárního přehledu je charakterizována úloha gliových buněk, zejména astrocytů a mikroglií 

při poškození CNS. Poslední část je věnována tegumentu schistosom a jeho roli v kontaktu s imunitním 

systémem hostitele.  

 Obr. 3 s typy astrocytů a obr. 5 s povrchem těla schistosomula jsou pořízené autorkou? 



Materiál a metodika: V této kapitole autorka uvedla informace o udržování modelového organismu T. regenti 

v laboratorních podmínkách, stanovení infekční dávky a způsobu nákazy hostitelů. Stěžejní částí jsou protokoly 

použité ke zpracování vzorků metodami imunohistochemie na kryořezech, standardní transmisní elektronovou 

mikroskopií a imunotransmisní elektronovou mikroskopií. Protokoly jsou zpracovány velmi podrobně a 

přehledně. Protokoly, které se nepodařilo úspěšně optimalizovat a aplikovat, studentka zařadila jako přílohy. 

 Proč byly pro jednotlivé metody a odběry použity různé počty pokusných zvířat? 

 Str. 31: U použitého fixačního roztoku modifikovaného dle Karnovského není uvedené množství jednotlivých 

složek a dle textu to vypadá, že obsahoval formaldehyd, glutaraldehyd a OsO4. Opravdu byl součástí 

fixačního roztoku i OsO4 nebo byl použit až k postfixaci? 

 Kolik bločků jste připravovala z jedné míchy? Dala se odhadnout přítomnost schistosomul při 

přípravě bločku nebo byla pozitivita potvrzena až po ukrojení a prohlédnutí řezů? 

 Str. 35: Při značení ultratenkých řezů metodou imunogold jste mezi kapkami přenášela jednotlivé řezy nebo 

byly řezy již umístěny na síťkách? 

 

Výsledky, diskuze, závěr: Ve výsledcích autorka charakterizovala pomocí zvolených metod gliové buňky CNS 

v blízkosti schistosomul u obou vybraných hostitelů v jednotlivých časových úsecích po infekci. Postup – 

fluorescenční značení buněk na kryořezech, srovnání s ultrastrukturou v TEM a potvrzení identifikace pomocí 

iTEM – je účelně zvolený k dosažení výsledků. Autorka ve výsledcích dále popsala změny v tegumentu 

schistosomul opět u obou hostitelů a v různé době po infekci a také vliv schistosomul z hlediska jejich zdroje 

potravy na tkáň hostitele v závislosti na lokalizaci. Výsledky jsou dokumentované vhodně zvolenými a dobře 

popsanými obrázky. Oceňuji zejména kombinaci snímku bez legendy a snímku s legendou a barevným 

odlišením některých částí, která zvyšuje přehlednost obrázků. 

V diskuzi autorka srovnala získané poznatky s údaji z literatury. Diskutuje také problémy při získávání 

materiálu, jeho zpracování, při výběru a optimalizaci protokolů. V závěru formulovala nejdůležitější dosažené 

výsledky.  

 Na str. 49. u obr. 18B je popis „Přehledový snímek buňky se zploštělým jádrem“, předpokládám, že tam má 

být „…buňky s panožkami“. 

 Na str. 53 obr. 21 ukazuje ultrastrukturu buněk C1, C2 a C3 lokalizovaných v submeningeálním prostoru. 

Proč jsou snímky buněk C1 a C2 z kachny a C3 z myši? Podařilo se vám zachytit všechny tři typy u obou 

hostitelů? Bylo by dobré ukázat srovnání jednotlivých typů buněk u obou hostitelů nebo alespoň typ C3 na 

této obrazové tabuli z kachny. 

 U obr. 21B a 27A je uvedeno, že řezy nebyly kontrastovány. Je to tak určitě? 

 U obr. 27 chybí legenda k obrázku D. 

 U obr. 22 a 23 není označeno, jestli byla metoda imunogold aplikována na řezy z míchy kachny nebo myši. 

Obrázky jsou v kapitole týkající se buněk CNS kachen. Z textu (str. 47) vyplývá, že obr.  22A a 22C (a tedy i 

detaily B a D) se týkají buněk A1 a A2 u myši, to stejné u obr. 23. Byla metoda imunogold aplikována i na 

vzorky z kachny?  

 Na str. 58 u obr. 24Ca jsou v legendě popsané typy tegumentálních tělísek (membránové váčky a diskoidní 

tělíska). Zmínka o nich je jen v literárním přehledu, bylo by dobré je popsat ve výsledcích. 



 V diskuzi rozvíjíte myšlenku, že by popsané mikroglie s oploštělým jádrem mohly být méně častou 

aktivovanou formou popsanou v literatuře jako bipolární mikroglie. Jejich funkcí by mohla být účast na 

izolaci schistosomula a poškozené nervové tkáně od nepoškozené. Není mi ale jasné, z čeho usuzujete, že by 

tyto buňky mohly být bipolární. Vyplývá to z jejich ultrastruktury? 

 Str. 64: typ buněk A2 byl zaznamenán u myší v pozdější fázi infekce, u kachen nebyl zaznamenán ve větším 

množství v žádné sledované fázi infekce. Podle vašeho názoru tento fakt souvisí s reakcí myši jakožto 

náhodného hostitele nebo u kachen přece jen buňky tohoto typu nebyly spolehlivě prokázány (použití lektinu 

u kachen, shoda reakce Iba+ a lektinu prokázána na vzorcích u myší, v práci není výsledek iTEM 

u kachen)?  

 Jelikož kachní mikroglie nereagovaly s komerčně dodávanými protilátkami použitými u myší ani 

s protilátkami používanými u kuřat, neuvažovala jste i o výrobě protilátek na zakázku? 

 Kryometody pro iTEM (Tokuyatsu, zmražení pomocí HPF) jste rovnou vyloučila vzhledem k limitující 

velikosti vzorku, který je možné pro tyto metody použít, nebo jste některou z metod zkusila aplikovat? 

 Na str. 74 mi není úplně jasný postup „Aby nedocházelo k poškození křehkých ultratenkých řezů vlivem 

proudu elektronů v elektronovém mikroskopu, potahují se síťky uhlíkovou vrstvou. To je však možné až po 

dokončení značení, jelikož uhlíková vrstva překrývá buněčné epitopy. Přetrvávajícím problémem však bylo 

potrhání či odplavování řezů ze sítěk během jejich značení na kapkách roztoků.“. Můžete postup podrobněji 

okomentovat? 

 Velmi zajímavou metodou, která by mohla přinést spolehlivé výsledky, je korelační světelná a elektronová 

mikroskopie. Její použití ve vaší práci bylo zatím jen pilotní a bez uspokojivého výsledku. Jakou konkrétní 

cestu navrhujete, aby vedla k úspěšnému použití (optimalizace protokolu ve fázi fixace nebo prosycování 

médiem, optimalizace protokolu pro pomalé snižování teploty, jiné způsoby odmaskování epitopů…) 

v budoucnosti?  

 

Autorka splnila zcela dílčí cíle č. 1 a č. 2. Cíl č. 3, potvrzení identity buněk pomocí iTEM, nebyl splněn 

u vzorků z míchy kachen. Aplikace CLEM (tedy cíl č. 4), která mohla poskytnout velmi zajímavé 

výsledky, byla skutečně jen vyzkoušena, patrně již z časových důvodů. Přesto mohu říci, že studentka 

prokázala schopnost práce s literaturou, skvěle zvládla mikroskopické metody a dosažené výsledky jsou 

kvalitní a dobře prezentované. Studentka také prokázala schopnost diskutovat dosažené výsledky 

a vyvodit z nich závěry. Práce splňuje podmínky kladené na diplomovou práci, doporučuji ji k obhajobě 

a hodnotím ji jako velmi dobrou. 

 

 

 

 

V Brně dne 29. května 2017                                                                                              Mgr. Iveta Hodová, Ph.D.   


