Oponentsky posudek na diplomovou praci

Autorka prace: Bc. Veronika Krématrova
Nazev prace: Ultrastrukturalni interakce larev ptacich schistosom Trichobilharzia regenti s imunitnimi buitkami

nervového systému hostitele

Predkladana diplomova prace se vénuje neurotropni motolici 7. regenti, jejiz larvalni stadia
schistosomula migruji pies centralni nervovy systém do nosni sliznice definitivniho hostitele (vrubozobi ptaci),

kde dospivaji. Migrace az do CNS je znama také u ndhodného savciho hostitele.

Cile prace: Hlavnim cilem této prace bylo charakterizovat interakce imunitnich hostitelskych bun¢k

a tegumentu parazita (schistosomulum 7. regenti) na Grovni ultrastruktury. Autorka si ke splnéni jasné
formulovala logicky na sebe navazujici dil¢i cile: 1. zhodnotit reakci gliovych buné¢k CNS (tedy astrocytt

a mikroglii) v okoli parazita v riznych fazich infekce u riznych hostiteli pomoci fluorescen¢ni mikroskopie na
kryofezech; 2. popsat morfologické zmény vybranych bun¢k a tegumentu parazita pfi vzdjemném kontaktu

s vyuzitim transmisni elektronové mikroskopie (TEM); 3. potvrdit identitu téchto bun€k na ultrastrukturalni
urovni s vyuzitim imuno-transmisni elektronové mikroskopie (imunogold) a konfrontovat nabyté poznatky se
standardni TEM; 4. pokusit se aplikovat metodu korelacni svételné a elektronové mikroskopie (CLEM) na michy
infikované T. regenti tak, aby bylo mozné lokalizovat pozadované misto ve tkani pomoci fluorescenc¢niho

znaceni a nasledné ho zdokumentovat na ultrastrukturalni urovni v TEM.

Struktura prace: Prace je ¢lenéna do deviti kapitol, ma rozsah 96 stran, obsahuje 27 obrazki a 4 tabulky.

Clenéni prace, v¢etné ¢lenéni do kapitol, je vhodné a piehledné zvolené.

Formalni roven prace: Jazykova a stylisticka uroven prace je na dobré Grovni, pieklepy a gramatické chyby se

v praci vyskytuji v malém poctu. Obrazova dokumentace je kvalitni a vyborné vystihuje dosazené vysledky.

Literarni zdroje: Autorka prostudovala a citovala literaturu k danému tématu a pouzitym metodam,

v problematice se dobfe orientuje. Seznam pouzité literatury obsahuje tctyhodny pocet 233 citaci (z toho 40
sekundarnich), jednotny styl citaci je dodrzen. Bohuzel seznam obsahuje i nékteré citace (14), které nejsou
uvedené v textu prace, a naopak n¢které citace z textu nejsou v seznamu, napt. Morris a Threadgold 1968,

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

Literarni piehled: Autorka na 17 stranach shrnula poznatky o helmintézach centralniho nervového systému
vcetné jejich histopatologie. Dale se zaméftila jiz konkrétn€ na histopatologii 7. regenti v CNS kachen a mysi.
Tomuto tématu se pracovisté Katedry parazitologie PiF UK vénuje jiz dlouhou dobu. Autorka shrnula

prace. V dalsi ¢asti literarniho piehledu je charakterizovana uloha gliovych bunék, zejména astrocytt a mikroglii
pii poSkozeni CNS. Posledni ¢ast je vénovana tegumentu schistosom a jeho roli v kontaktu s imunitnim
systémem hostitele.

o Obr. 3 s typy astrocytui a obr. 5 s povrchem téla schistosomula jsou porizené autorkou?



Material a metodika: V této kapitole autorka uvedla informace o udrzovani modelového organismu 7. regenti
v laboratornich podminkach, stanoveni infekéni davky a zptisobu nakazy hostitelti. Stézejni ¢asti jsou protokoly
pouzité ke zpracovani vzorkli metodami imunohistochemie na kryotezech, standardni transmisni elektronovou
mikroskopii a imunotransmisni elektronovou mikroskopii. Protokoly jsou zpracovany velmi podrobné a
prehledné. Protokoly, které se nepodarilo uspésné optimalizovat a aplikovat, studentka zatadila jako pfilohy.

e Proc byly pro jednotlivé metody a odbéry pouzity riizné pocty pokusnych zvirat?

o Str. 31: U pouzitého fixacniho roztoku modifikovaného dle Karnovského neni uvedené mnozstvi jednotlivych
slozek a dle textu to vypada, ze obsahoval formaldehyd, glutaraldehyd a OsO,. Opravdu byl soucasti
fixacniho roztoku i OsO, nebo byl pouzit az k postfixaci?

e Kolik blockii jste pripravovala z jedné michy? Dala se odhadnout pritomnost schistosomul pri
priprave blocku nebo byla pozitivita potvrzena az po ukrojeni a prohlédnuti rezii?

o Str. 35: Pri znaceni ultratenkych rezit metodou imunogold jste mezi kapkami prenasela jednotlivé Fezy nebo

byly rezy jiz umistény na sitkach?

Vysledky, diskuze, zavér: Ve vysledcich autorka charakterizovala pomoci zvolenych metod gliové buiiky CNS
v blizkosti schistosomul u obou vybranych hostitelii v jednotlivych ¢asovych usecich po infekci. Postup —
fluorescen¢ni znaceni bunék na kryotfezech, srovnani s ultrastrukturou v TEM a potvrzeni identifikace pomoci
iTEM — je ucelné€ zvoleny k dosazeni vysledkii. Autorka ve vysledcich déle popsala zmény v tegumentu
schistosomul opét u obou hostitelti a v rizné dobé po infekci a také vliv schistosomul z hlediska jejich zdroje
potravy na tkan hostitele v zavislosti na lokalizaci. Vysledky jsou dokumentované vhodné zvolenymi a dobfie
popsanymi obrazky. Ocenuji zejména kombinaci snimku bez legendy a snimku s legendou a barevnym
odlisenim né€kterych ¢asti, ktera zvySuje prehlednost obrazku.

V diskuzi autorka srovnala ziskané poznatky s udaji z literatury. Diskutuje také problémy pfi ziskavani

materialu, jeho zpracovani, pti vybéru a optimalizaci protokold. V zavéru formulovala nejdilezitéjsi dosazené

vysledky.

e Nastr. 49. u obr. 18B je popis ,, Prehledovy snimek buriky se zplostelym jadrem *, predpokladam, ze tam ma
byt ,, ...bunky s panozkami“.

e Nastr. 53 obr. 21 ukazuje ultrastrukturu bunék Cl, C2 a C3 lokalizovanych v submeningealnim prostoru.
Proc jsou snimky bunék C1 a C2 z kachny a C3 z mysi? Podarilo se vam zachytit vSechny t/i typy u obou
hostitelu? Bylo by dobré ukazat srovnani jednotlivych typii bunék u obou hostitelit nebo alesporn typ C3 na
této obrazové tabuli z kachny.

o Uobr. 21B a 274 je uvedeno, ze rezy nebyly kontrastovany. Je to tak urcité?

o Uobr. 27 chybi legenda k obrazku D.

e Uobr. 22 a 23 neni oznaceno, jestli byla metoda imunogold aplikovana na rezy z michy kachny nebo mysi.
Obrazky jsou v kapitole tykajici se bunék CNS kachen. Z textu (str. 47) vyplyva, ze obr. 224 a 22C (a tedy i
detaily B a D) se tykaji bunék Al a A2 u mysi, to stejné u obr. 23. Byla metoda imunogold aplikovana i na
vzorky z kachny?

e Nastr. 58 u obr. 24Ca jsou v legendé popsané typy tegumentdlnich télisek (membranové vacky a diskoidni

teliska). Zminka o nich je jen v literarnim prehledu, bylo by dobré je popsat ve vysledcich.



V diskuzi rozvijite myslenku, zZe by popsané mikroglie s oplostélym jadrem mohly byt méné castou
aktivovanou formou popsanou v literature jako bipolarni mikroglie. Jejich funkci by mohla byt ucast na
izolaci schistosomula a posSkozené nervové tkané od neposkozené. Neni mi ale jasné, z ceho usuzujete, ze by
tyto bunky mohly byt bipolarni. Vyplyva to z jejich ultrastruktury?

Str. 64: typ bunék A2 byl zaznamendan u mysi v pozdéjsi fazi infekce, u kachen nebyl zaznamenan ve vétsim
mnozstvi v Zadné sledované fazi infekce. Podle vaseho nazoru tento fakt souvisi s reakci mysi jakozto
nahodného hostitele nebo u kachen prece jen bunky tohoto typu nebyly spolehlivé prokazany (pouziti lektinu
u kachen, shoda reakce Iba+ a lektinu prokazana na vzorcich u mysi, v praci neni vysledek iTEM

u kachen)?

Jelikoz kachni mikroglie nereagovaly s komercné dodavanymi protilatkami pouzitymi u mysi ani

s protilatkami pouzivanymi u kurat, neuvazovala jste i o vyrobé protilatek na zakdazku?

Kryometody pro iTEM (Tokuyatsu, zmrazeni pomoci HPF) jste rovnou vyloucila vzhledem k limitujici
velikosti vzorku, ktery je mozné pro tyto metody pouzit, nebo jste nékterou z metod zkusila aplikovat?

Na str. 74 mi neni uplné jasny postup ,,Aby nedochazelo k poskozeni kiehkych ultratenkych rezit vliivem
proudu elektronii v elektronovém mikroskopu, potahuji se sitky uhlikovou vrstvou. To je vSak mozné az po
dokonceni znacenti, jelikoz uhlikova vrstva prekryva bunécné epitopy. Pretrvavajicim probléemem viak bylo
potrhani ¢i odplavovani rezii ze siték behem jejich znaceni na kapkdch roztoku. *“. Miizete postup podrobnéji
okomentovat?

Velmi zajimavou metodou, ktera by mohla prinést spolehlivé vysledky, je korelacni svételna a elektronova
mikroskopie. Jeji pouZiti ve vasi prdaci bylo zatim jen pilotni a bez uspokojivého vysledku. Jakou konkrétni
cestu navrhujete, aby vedla k uspésnému pouziti (optimalizace protokolu ve fazi fixace nebo prosycovani
meédiem, optimalizace protokolu pro pomalé snizovani teploty, jiné zpiisoby odmaskovani epitopii...)

v budoucnosti?

Autorka splnila zcela diléi cile €. 1 a €. 2. Cil €. 3, potvrzeni identity bunék pomoci iTEM, nebyl splnén

u vzorki z michy kachen. Aplikace CLEM (tedy cil ¢. 4), ktera mohla poskytnout velmi zajimavé

vysledky, byla skute¢né jen vyzkouSena, patrné jiz z ¢asovych diivodii. Pfesto mohu Fici, Ze studentka

prokazala schopnost prace s literaturou, skvéle zvladla mikroskopické metody a dosazené vysledky jsou

kvalitni a dobfe prezentované. Studentka také prokazala schopnost diskutovat dosaZzené vysledky

a vyvodit z nich zavéry. Prace spliiuje podminky kladené na diplomovou praci, doporucuji ji k obhajobé

a hodnotim ji jako velmi dobrou.

V Bmeé dne 29. kvétna 2017 Mgr. Iveta Hodova, Ph.D.



