Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Bc. Martiny Tesafové
,.Ultrastrukturni zmény lidskych neurondlnich bunék po infekci virem klist'ové encefalitidy*.

Zadani tématu diplomové prace vyplynulo ze skute€nosti Ze virus klist'ové encefalitidy, jeho
biologie, pfenos a interakce jsou dlouhodobé sledovanym tématem v ramci Parazitologického
istavu AVCR a Katedry medicinské biologie JU a Ze Laboratof elektronové mikroskopie
PaU Biologického centra AVCR nabizi moZnost vyuZiti modernich zobrazovacich metod na
ultrastrukturalni urovni. Ulohou diplomantky tedy bylo porovnéni ultrastrukturalniho obrazu
vyvoje viru klitové encefalitidy a jeho cytopatogenniho efektu v bunééné kulture lidskych
neuronalnich bunék (neuroblastomu) a to za riznych podminek pfipravy biologického
materialu pro elektronovou mikroskopii. Zadané preparativni metody byly tfi: klasicka
pfiprava tkani pro fadkovaci elektronovou mikroskopii, klasicka pfiprava tkani pro transmisni
elektronovou mikroskopii zahrnujici glutaraldehydovou fixaz, naslednou osmifikaci,
odvodnéni materidlu a zaliti do epoxydové pryskyfice a nakonec zpracovani materialu
moderni metodou okamzZitého zmrazeni za vysokého tlaku a mrazové substituce (,,high
pressure freezing-freeze substitution* — HPF-FS). Predpokladam, Ze zadani prace
piekracovalo pouhy metodicky pfistup, protoZe bylo moZno ofekavat, Ze zpracovani
biologického materialu pomoci velmi pokro¢ilé techniky zahrnujici vitrifikacni imobilizaci
vody ve tkani a jeji ndslednou sublimaci a substituci fixa¢nim ¢inidlem a zalévaci pryskyfici,
pfinese 1 nové informace o vztahu viru KE k hostitelskym butikam.

Konkrétni napli prace jak ji diplomantka vypracovala vyplyva z prehledu jeji struktury:
dobfe zpracovanému literarnimu piehledu vénovanému biologii, ultrastruktuie a
cytopatogenimu pisobeni viru KE je vénovano 10 stran, 3 strany struéné pfedstavuji techniky
zpracovani biologického materidlu pro elektronovou mikroskopii a velmi dobfe informuji o
fyzikalni postaté mrazové fixace. 9 stran pak shrnuje vlastni pouZity material a pouzité
vyzkumné metody zahrnujici pozorovani konvenénimi metodami elektronové mikroskopie
(SEM, TEM) i aplikaci techniky rychlého mraZeni a mrazové substituce, doplnéného o
imunolokalizaci nékterych virovych proteinti pomoci fluorescen¢ni a konfokalni
mikroskopie. Dalsi ¢ast prace (12 stran) je pak vénovana vlastnim vysledkim a diskusi.
Nasleduje seznam literatury a mikrofotograficka dokumentace (25 celostrankovych fotografii
z elektronového mikroskopu a fluorescenéniho a konfokalniho mikroskopu (9 fotografii '
zachycuje buiiky neuroblastl infikovanych a neinfikovanych virem KE a zpracovanych
metodou bé&Zné chemické fixace, 14 fotografii obdobnych bunék zpracovanych metodou HPF
a FS a 2 fotografii ze SEM a fluoresceniniho mikroskopu).

Komentaf k dosazenym vysledkim.

Diplomantka metodicky zvladla zadané techniky a ziskala data umoZnujici zhodnoceni
ultrastrukturalniho obrazu virové infekce neuroblastomu jak se na zakladé téchto technik jevi.
Préce popisuje zmény pusobené proliferaci viru v buiikdch neuroblastomu, specifikuje mista,
kde se objevuji viriony a zaznamenava apoptosu a nekrosu nakazenych bunék a to v obou
pouzitych metodach ultrastrukturalniho zpracovanii vzorki. Diplomantka prokazuje, Ze
cytopaticky efekt viru KE se projevuje nejen v ultrastrukturdlnich zménach v bunééném
obsahu, ale Ze ho 1ze dokumentovat v rastrovacim elekronovém mikroskopu i na celkovém
tvaru bunék a struktury jejich povrchu. Metoda HPF-FS se ukazala jako relativné vérné
zachovavajici ultrastrukturu hostitelskych bunék a umoZznujici mnohem lepsi sledovani
intracelularniho vyvoje virionti viru KE ve srovnini s klasickou metodou chemické fixace.
Metoda zabrariuje vzniku arteficidlnich nehomogenit v ultrastruktufe bunék. Metoda HPF-FS
jasné prokazuje, Ze viriony viru KE se objevuji uvnitf cisteren ER, které hypertrofuji,
pfestupuji do oblasti mezi ER a Golgiho aparatem a dale do oblasati trans vesikuli Golgiho
aparatu. Ziskana data maturace virioni umoznila diplomantce doménku, Ze maturace virionii



je jak typu ,.trans®, t.j. ubird se klasickou cestou ER-Golgi- bunéfnd membrana. tak se
odehrava cestou ,,cis* zjednodudené charakterizovanou jako cytoplasma-buné¢na membrana..
Bohuzel se ale nepodafilo jednoznaéné objasnit zptisob jakym virus KE ziskava sviii obal. 3=
prekvapivé, Ze pies skutecnost, Ze metoda HPF-FS je k zachovani struktur mnohem Setrnéjsi
nez chemicka fixace. nékteré struktury viditelné po chemické fixaci, po fixaci HPF-FS chybi,
nebo jsou modifikovany. Jmenovité se to tyka tzv. ,.jemnych membranovych struktur* a
vazby virionli na mikrotubularni vldkna uvnitf cisteren endoplasmatického retikula, které se
objevuji ale jen u nakaZenych neuroblastomii: viriony se objevuji jako navazané na tato
vladkna pouze po chemické fixaci a nikoliv po HPF-FS. Existuje né&jaké vysvétleni tohoto
rozdilu?

Zhodnoceni prace.

PiedloZenou préci Ize hodnotit ze dvou hledisek. Z metodického hlediska je prace rozhodné
pfinosnd, protoZe jasné ukazuje pfednost metody HPF-FS pfed obvyklou metodou chemické
fixace. Druhé hledisko je vypovidaci hodnota metody HPF-FS. Tato metoda pfistrojové
velmi naro¢na, a otazkou je nakolik je tato naro¢nost vyvazena jeji vypovidaci hodnotou.
Bylo by vhodné aby se k této otazce diplomantka vyjadfila béhem obhajoby.

K praci mam nékteré kritické pfipominky.

Diplomantka popisuje zmény povrchu bun€k vyvolanych virem KE, které je moZno
pozorovat v fadkovacim elektronovém mikroskopu (SEM). Tyto zmény jsou zachyceny na
jediném obrazku a to pfi malém zvétSeni (Obr.24). Jsou tyto zmény typické pro buiky
infikované virem KE a byly jiZ v literatufe popsany? A v negativnim pfipad€, domniva se
autorka diplomové prace Ze by bylo vhodné a perspektivni vyuZit §pickovy fadkovaci
elektronovy mikroskop typu field emission, ktery je na pracovisti k dispozici k vét§imu
rozpracovani tohoto zjevu, pfipadné pouzit k preparaci matridlu pokro¢ilejsi metody nez
prostou fixaci a vysuseni pfi kritickém bodu?

Druhou kritickou pfipominkou je, Ze v praci postradam ur¢itou ¢ast korelace
ultrastrukturalnich zmén, které virus KE piisobi s ¢asovym prube¢hem infekce bunék.
Chemicka fixace byla provedena po 48 hodinach po infekci kultury. Bylo to totéZ u metody
HPF-FS? U ¢asového udaje ,,48 p.i.“ uvedeného na str. 35 chybi oznadeni jednotek (asi
hodiny).

Celkové hodnoceni prace. Prace je vypracovana peclivé a spliiuje zdkladni zadani, tj.
srovnani dvou preparaénich metod pouzZitelnych pfi sledovani vyvoje viru KE v bunééné
kultufe neuroblastomu a sledovani cytopatického plisobeni viru. Prace spliiuje obecné
pozadavky kladené na diplomové prace, dokumentuje schopnost autorky pracovat

s literaturou a naroénym biologickym materidlem a vysledky své prace interpretovat.
Hodnotim préci jako zdafilou diplomovou praci vhodnou k obhajobeg.

20.5.2010

Prof. RNDr. Jifi Vavra, DrSc.
Katedra parazitologie PiF JU M
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Bc. Martiny Tesaiové

Ultrastrukturni zmeény lidskych neuronalnich bunék po infekci virem

kliStové encefalitidy

PfedloZena diplomova prace, vypracovana pod vedenim Ing. Jany Nebeséarové, CSc.,
se zabyva problematikou ultrastrukturalnich zmén neuroblastomovych bunék vlivem infekce
virem klistové encefalitidy a procesem jeho maturace. Tato studie byla provedena pomoci
nékolika riznych metod elektronové mikroskopie a imunodetekce.

Diplomova prace je uvedena peclivé vypracovanym a logicky uspofddanym literarnim
piehledem. Prace dale pokracuje pfehlednou metodikou. Vysledky jsou prezentovany na
dobré trovni a jsou doplnény precizné zpracovanou fotodokumentaci. Vysledky naznacuji
autor¢inu dobrou orientaci v buné¢né ultrastruktufe i v principech zpracovani vzorkl pro
elektronovou mikroskopii a moznych rizicich vzniku artefakt(. Autorka v této studii vyuzila
nékolika riiznych metod piipravy preparati, pfi¢emz nejpiinosnéjsi je zpracovani vzorka
metodou rychlého zmrazeni a nasledné mrazové substituce. Tato metoda slibuje minimalizaci
strukturnich artefakt(. Na zakladé ziskanych dat autorka navrhla logické schéma celého
replika¢niho procesu viru klist'ové encefalitidy (KE). V diskuzi autorka prokéazala velmi
dobrou schopnost interpretace ziskanych dat a uvedeni do souvislosti s daty jiz
publikovanymi. K formalni strance prace nemam, kromé ob&asnych pieklepti vyznamnéjsi
piipominky.

K vlastnim vysledkiim bych mél jednu pfipominku. V diskusi autorka naznacuje, Ze
proces maturace viru KE v neuroblastech vykazuje znamky maturace cis i trans. V tomto
bod¢ s autorkou nesouhlasim. Domnivam se, Ze pfitomnost obalenych virioni v cytoplazmé je
zplisobena pozdni fazi infekce (48 h p.i.), kdy uz ¢asto dochazi k naru$eni cisteren
endoplazmatického retikula a viriony se tak mohou dostat do cytosolu. U maturace typu cis

byvaji v cytosolu pfitomné pouze neobalené nukleokapsidy a ty pué¢i do lumen vakuol nebo
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pfimo na cytoplazmatické membrané do extracelularniho prostoru. Jasnéj$i obraz o maturaci
viru KE by také dalo pozorovani ¢asnéjsich fazi infekce, kdy jesté neni pfili§ vyrazny
cytopaticky efekt. Podle mého nédzoru naznacuji pozorovana data pouze na maturaci typu
trans.

Dale bych mél né€kolik otazek do diskuse.

Otazky do diskuse:
1. Neni mozné, Ze by vazba virioni na mikrotubuly byla pouze agregaénim artefaktem?
Tato vazba nebyla pozorovéana u vzorki zpracovanych metodou HPF a FS.
2. Byl nékdy popsan axondlni transport viru KE v priibéhu patogeneze klist'ové
encefalitidy, tak jak je zndm napf. u neurotropnich rhabdoviri nebo viru Herpes

simplex? To by naznafovalo na vyznam vazby viriond na mikrotubuly v patogenezi
KE.

Zavérem:

Diplomantka si béhem své prace osvojila fadu naro¢nych metod a ziskala hodnotné
originalni vysledky. Diplomantka zde prokézala potfebné schopnosti k védecké praci a jeji
praci hodnotim jako zdafilou. Proto tuto praci doporucuji k obhajobé a navrhuji jeji hodnoceni

znamkou vyborné.

V Praze 28.5.2010

RNDr. Filip Senigl, Ph.D.
UMG Praha




