Oponentsky posudek magisterské disertaéni prace Be. Patrika Kilidna:

Geneticka variabilita p¥irodnich izolati viru Tahyiia

Prace Bc. Patrika Kiliana ,,Geneticka variabilita prirodnich izolatd viru Tahyiia“ se zabyva
srovnanim 18 izolatd viru Tahytia z komart a dvou referenénich kmend, neuralné a
extraneuralné pasazovaného, na zaklad€ sekven¢ni analyzy malého a stiedniho genomického
segmentu a dfive zji§t€nych biologickych vlastnosti kmend. V Tab. 5 uvadgjici pocty
nukleotidovych a aminokyselinovych zamén mezi jednotlivymi kmeny je zahrnut a
analyzovén jest€ jeden dalsi kmen. Pfedlozena prace obsahuje 42 stran textu a ptilohy na 15
stranach.

Préce je d&lena do kapitol: Uvod, Cil prace, Literarni prehled, Material a metody, Vysledky,

Diskuze, Zavér, Seznam pouzité literatury a Pfilohy.
Cil prace je strucné a jednozna¢né vytycen.

Literarni piehled sv€d¢i o bohaté znalosti literatury recentni (az do roku 2010) i starsi a
autor v ném proporcionalné vystihl feSenou problematiku. Je délen do subkapitol: 1.
Bunyaviridae, 2. Virus Tahytia: Historie, distribuce a cirkulace v pfirodnim ohnisku, Struktura
viru Tahyiia, Velky segment, Stiedni segment, Maly segment, Replikace ve vnimavé burice,

Replikace TAHV v komarech a sav¢ich hostitelich.

Material a metody jsou uvedeny piehledné a déleny do podkapitol: Virus, zahrnujici seznam
pouzitych kmeni a diive zji§té€né biologické vlastnosti, dale Izolace virové RNA, reverzni
transkripce a PCR, Separace produkti PCR na agarovém gelu, Fylogenetické analyza a

Bioinformaticka analyza.

Vysledky jsou dé€leny do dvou podkapitol hodnotici sekvenéni analyzu stfedniho a malého
genomického segmentu. Jsou dokumentovany tfemi obrazky a dvéma tabulkami pfimo v textu
a dalSimi pfilohami na konci prace. Fakt, Ze autor vysledky ve stru¢né formé publikoval

v prestiZznim zahrani¢nim virologickém Casopise, sv&d¢i o jejich teoretickém vyznamu na

mezinarodni Urovni.



Diskuze na Sesti strankach rozebira dosazené vysledky a srovnava je se zkuSenostmi jinych

autortl zejména ve vztahu k virulenci. Hodnoceni je stiizlivé a vécné.
V kapitole Zaveér jsou struéné a vécné shrnuty dosazené vysledky.

Predlozena prace celkové svéd¢i o vysoké urovni odborné vybavenosti autora fesené
problematiky. Prace je psana koncizn€, velmi pfehledné a srozumitelné, stylisticky je na
velmi dobré urovni, logicky sestavena. Jazykové je na dobré urovni, neni pouzivana
laboratorni hantyrka.

K praci nemam zadné zasadni vyhrady ani pfipominky, snad jen drobné poznamky a dotazy,

které v zadném piipadé nesnizuji celkovou vysokou hodnotu predlozené prace.

Str. 4 — autor uvadi TAHV jako prvni izolovany virus z komaru ve stfedni Evropé. Ma
povédomost 1 izolaci viru z komaru v té dobé jinde v Evropé?

Str. 5 — pokud jde o hostitele TAHV doporucila bych citovat kapitoly Malkové a Kolmana

v monografii Tahyiia virus natural focus in Southern Moravia z r. 1980 uvadgjici prehledné
vSechny Cetné do té doby publikované prace.

Str. 16 — citaci Simkova, Sluka, 1973 bych doporug¢ila dokumentovat prvni izolaci TAHV

z krve Clovéka v r. 1972 ve 3. I. téhoZ odstavce.

Str. 16 — v kapitole Klinicky obraz onemocnéni povazuji jako nutné doplnit prace Bardos et
al., 1975 a 1980 o izolaci viru z krve a klinickych projevech viru TAHV u détskych pacientd,
eventualné citovat pfislusnou souhrnnou kapitolu Simkové tykajici se epidemiologie a
etiopatogenetického vyznamu TAHYV ve vysSe uvedené monografii.

Str. 17 — autor uvadi, ze pouzité TAHV kmeny byly izolované Danielovou - doplnila bych se

spolupracovniky.

Zavér

V praci bylo dosazeno vytcenych cili. Jejich pojeti je vystizné a dobie podané. Svéd&i o tom,
ze autor je schopen se snadno vypofadat se zadanou tematikou 1 jejim literarnim zpracovanim.
Sama prace je cennym piinosem nejen v arbovirologii, ale 1 obecné virologii viibec.

Prace spliiuje vSechny pozadavky kladené na magisterskou disertacni prici a

doporucuji jeji prijeti a nejvyssi ohodnoceni. /
7 - g
&Mﬁu .
V Praze dne 20. kvétna 2010. RNDr . Vlasta Danielova, DrSc.
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AND T80 Oddelenie ekologie virusov

Oponentsky posudok na diplomovi pracu Be. Patrika Kiliana:
“Geneticka variabilita pfirodnich izolatu viru Tahyria”

PredloZzena praca obsahuje 57 stran zaradenych do deviatich kapitol. V praci je spracovanych 112
bibliografickych udajov. Praca po formalnej stranke spiiia véetky potrebné nalezitosti. Svojim rozsahom sa
zda byt pomerne stru€éna, av8ak vyplyva to z charakteru ziskanych vysledkov. Ocefiujem, Ze sa autor
nesnazil ju umelo zvacsit neprimerane dlhym literarnym prehladom &i diskusiou a praca je vdaka tomu velmi
dobre ¢itatelna.

Cielom predlozenej diplomovej prace bola sekvenéna analyza SaM genomickych segmentov
dvadsiatich, biologicky odlisnych izolatov virusu Tahyfia a nasledny pokus o identifikaciu molekularnych
determinantov virulencie virusu. Tieto ciel povazujem za velmi ambiciéznya prinosny a oceriujem aj
zameranie sa na v suc¢asnosti nie velmi ¢asto $tudovany virus.

Literarna Cast prace je velmi prehfadne a zrozumitelne napisana (pre vedecku pracu obéas az prilis
vzletnym $tylom). Prikladne kombinuje historické prace s najnovsimi $tadiami a vhodne vyuZiva poznatky
ziskané na pribuznych virusoch, nielen v ramci rodu Orthobunyavirus, ale aj celej ¢elade Bunyaviridae.

Material a metody su popisané prehladne a zrozumitelne. Vzhladom k tomu, ze ide o metodicky pomerne
priamociaru tému, mohli byt popisané aj detailnejSie. Sekvenovanie je napriklad ukryté v podkapitole
o elektroforéze, aj ked iSlo o klu¢ovi metodiku prace. Na druhej strane oceriujem vyber fylogenetickych
metéd vzhladom k analyze velmi podobnych sekvencii.

V praci boli kompletne osekvenované S aM segmenty 20 izolatov virusu Tahyfa. Aj ked je kapitola
rozsahom stran nezvykle struéna, mnozstvom vysledkov asi aj prekonava bezny rozsah diplomovej prace.
Ziskané kompletné sekvencie zasadne rozsirili mnozstvo dostupnych genomickych dat v databaze
GenBank, ktoré sa doteraz obmedzovali takmer vyhradne na prototypovy virus.

Pokus o urenie genetickych determinantov virulencie, &i inych biologickych viastnosti prina$a mnozstvo
zaujimavych a podnetnych poznatkov. Ako v8ak autor sam spravne zhodnotil, predstavuju len prvotny
zoznam kandidatov, ktoré by bolo potrebné dalej laboratérne overit, idedine metdédou reverznej genetiky. To
by uz ale praca vysoko prekrocila ramec diplomovej prace.

Ziskané vysledky su v Diskusii kriticky zhodnotené a zhrnuté. Su tiez vhodne porovnané z vysledkami
inych autorov ziskanych na pribuznych virusoch, kedze v ramci Tahyna virusu ide o prva $tadiu takéhoto
druhu a rozsahu.

K praci mam len niekolko drobnych pripomienok zameranych na formalnu stranku prace:

- KedZe sa dlhodobo vo svojej praci venujem hantavirusom, neda mi neopravit drobni chybitku
v literarnom prehlade na str. 3, Zze nazov hantavirusy nie je odvodeny od nazvu rieky Han, ale rieky
Hantaan, podlla ktorej bol pomenovany prototypovy virus.

- Vtabulke €. 1 povaZzujem za trochu zavadzajuce oznacenie ¢loveka ako ,hostitela“ spomenutych
virusov. Predsa len je Clovek u vSetkych tychto virusov len nahodnym hostitelom (dead-end-host),
ktory sa nepodiela na cirkul&cii virusov v prirode.

- Vobrazku €. 1 mi unika zmysel Sipky smerujlcej od vaji¢ok priamo k saméekovi.

B2 Dubravska cesta 9, 845 05 Bratislava 45 B 02 59302 465 ) 02 5477 4284
(@] boris klempa@savba.sk 9 166 651
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V tabulke &. 2 by pri velkosti plakov bolo vhodné $pecifikovat, na akej bunkovej kulture bolo toto
porovnanie robené.

Fylogeneticky strom na obrazku &. 8 by si ako jeden z klu¢ovych vystupov prace zasluzil trochu
detailnesie spracovanie. Bolo ho napriklad kvoli prehladnosti vhodné obohatit' idajmi o lokalite, druhu
komara, ¢&i roku izolacie. TaktieZz bolo vhodné ukazat' nielen consensus strom, ale aj najlepsi strom
v mierke (in scale) a ukazat' vysledky oboch pouzitych metéd. Samozrejme by to neovplyvnilo zavery
prace, ale aj vzhfadom k rozsahu kapitoly ju monio trochu obohatit’

Pre autora mam aj dve otazky, &i skér namety na diskusiu.

1.

Je si autor vedomy, Ze napriek osekvenovaniu kompletnych segmentov fakticky neur&il kompletnu
nukleotidovl sekvenciu sekvenovanych segmentov? Akt metddu by navrhol, aby ur€il naozaj
kompletnu sekvenciu?
Ziskané vysledky by bolo velmi vhodné overit metodikou reverznej genetiky. Je takyto systém pre
Tahyna virus uz popisany? Ak nie, je uz podobny systém vyvinuty pre iné pribuzné virusy, ktory by
mohol sluZit ako vzor?

Celkovo hodnotim predlozenu pracu vysoko pozitivne. Za najvyznamnejSie prinosy povazujem zameranie
na malo $tudovany virus, velké mnoZstvo pouZitych izolatov, ur€ovanie kompletnych sekvencii, ako aj dobr
Citatelnost' prace. Ojej kvalite jednozna¢ne sved¢i aj publikovanie jej vysledkov v renomovanom
medzinarodnom ¢asopise.

Na zaklade vySSie uvedenych dévodov navrhujem ohodnotit’ predloZzent diplomova pracu stupfiom A
(vyborne).

V Bratislave, 26.05.2010 RNDr. Boris Klempa, PhD.
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