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Oponentsky posudek diplomové prace

Bc. Hany Stastné

Zmény globalni genové exprese v lidskych neuralnich butikach po infekci

virem klistové encefalitidy

Piedlozena diplomova préace, vypracovana pod vedenim RNDr. Daniela Razka, Ph.D.,
se zabyva problematikou vlivu infekce virem klistové encefalitidy na expresi bunéénych genti
lidskych neuralnich bunék. Tato studie byla provedena pomoci hybridizaéni mikro¢ipoveé
analyzy RNA ziskané z infikované lidské neuroblastomové a glioblastomové bun&cné linie.
Ziskana mikro&ipova data byla statisticky zpracovéana a byla posouzena zména exprese gen
vyvolana virovou infekei a zejména rozdilné odpovédi neuroblastomové a glioblastomové
bunécné linie.

Diplomova prace je uvedena pe¢livé vypracovanym a logicky uspofadanym literarnim
piehledem, ktery prehledné shrnuje problematiku. Stejné tak seznam literatury sv€déi o
autor&iné diikladném studiu problematiky. Prace dale pokracuje pfehlednou metodikou.
Ziskané vysledky mikrogipové analyzy autorka rozdéluje do nékolika skupin podle toho, zda
se zména exprese lisila mezi studovanymi bun&&nymi liniemi. Vysledky jsou prezentovany na
velmi solidni Grovni a pozornost je vénovana pfedev§im gentim, jejichz exprese miZe mit
logickou souvislost s virovou infekei. Stejné tak v diskuzi autorka prokazala velmi dobrou
schopnost interpretace ziskanych dat a zaznamenané zmény exprese bunéénych gent dala do
logické souvislosti s pozorovanym cytopatickym efektem i celkovou patologii infekce virem
kligtové encefalitidy. K formalni strance price nemam vyznamnéjsi pfipominky, snad jen, Ze
by autorka neméla v Eeském textu pouzivat slovo ,,proba“ ve smyslu sondy.

K vlastnim vysledkiim bych mél jen nékolik drobnych pfipominek. Domnivam se, Ze
na expresni analyzu by bylo vhodng&jsi pouzivat pouze adherujici buiiky s méné& pokrocilou
cytopatologii. Autorka zmifiuje, Ze variabilita exprese genll mezi jednotlivymi vzorky

v neuroblastomové linii byla vy33i neZ u glioblastomové. To by mohlo byt zpiisobeno
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vyrazngjsim cytopatickym efektem u linie NEURO, jak bylo pozorovano, a v{3§im podilem
plovoucich odumirajicich bunék, které byly také sbirany na izolaci totRNA a ve kterych
mohou byt v riizné mife nastartovany degradaéni procesy ovlivitujici i hladinu RNA. Také
bych se ptimlouval za pfisnéjsi hladinu vyznamnosti pfi statistickém vyhodnocovéni. Nekteré
uvadéné statisticky vyznamné zmény exprese nebudou pravd&podobné fyziologicky piilis
vyznamné.

Prace tohoto typu obvykle vyvolavaji rozsahlé diskuse a proto si neodpustim polozit

autorce také nékolik otazek.

Otazky do diskuse:

1. Prosil bych, zda by autorka mohla diskutovat, nakolik mohou byt ji ziskané vysledky
ovlivnény faktem, Ze byly studovany nadorové blastomové linie, kde 1ze o&ekavat
nestandardni chovani ur€itych signalnich drah?

2. Rozdily v expresi genli zapojenych do apoptotické drahy mezi liniemi NEURO a
GLIO vybizeji k otézce, zda byl pozorovan nebo nékde popsan rozdil v podilu bunék
podléhajici nekréze a apoptdze mezi buitkami tohoto piivodu?

3. Je néktery z proteini viru klistové encefalitidy podezfely z pfimého ovlivnéni exprese
bunécnych genti nebo se jedna spise o reakei buiiky na infekci p¥ip. o pouhé narugeni
rovnovahy transkripnich regulétorti zptisobené uréitou kompetici virové a bunééné

RNA o transla¢ni aparat?

Zavérem:

Diplomantka si béhem své prace osvojila fadu naroénych metod a ziskala hodnotné
originalni vysledky. Diplomantka zde prokazala potfebné schopnosti k védecké praci a jeji
praci hodnotim jako velmi zdafilou. Proto tuto praci doporuduji k obhajobé a navrhuji jeji

hodnoceni znamkou vyborné.
V Praze 29.5.2009

Mgr. Filip Senigl, Ph.D.
UMG Praha



Oponentsky posudek na diplomovou prici:

Oponent: Ing. Jan Verner, Ph.D.

Posluchacka Be. Hana S T A ST N A se ve své praci zaméfuje na problematiku zmén
genové exprese Vv lidskych neuralnich buiikach po infekci virem klistové encefalitidy.
Autorka zvolila velmi aktualni a prakticky vyznamné téma, s vyuzitim modernich
molekularné-genetickych metodickych postupi.

Diplomova prace ma celkem 78 stran a je ¢lenéna do obvyklych kapitol, tj. ivod véetné
literarniho prehledu (15 stran), cil prace (1 strana), material a metodika (12 stran), vysledky
(21 stran), diskuse (9 stran), shrnuti (1 strana) a seznam pouzité literatury (15 stran).

Literarni udaje jsou Cerpany z celkem 148 védeckych i odbornych, vétSinou zahrani¢nich
publikaci a 4 internetovych zdroju a jsou roztfidény do prehlednych podkapitol tykajicich se
tématu zadané prace. Umérna pozornost je vénovana zpracovani vzorki bunéénych linii
véetné izolace RNA a predevsim potom mikrocipové analyze.

Cile prace byly jasné formulovany, bylo jimi stanovit replika¢ni kiivky viru klistové
encefalitidy ve vybranych lidskych bunéénych liniich neuralniho pivodu, analyzovat zmény
genové exprese po infekei virem klisStové encefalitidy a interpretovat ziskana data vzhledem
k pribéhu patogeneze.

Samotna prace je bohuzel ,strhavana®™ Cetnymi formalnimi, faktickymi 1 gramatickymi
chybami - spousta vét uvnitf souvéti Spatné navazuje ¢i je nesmyslné pospojovana, ¢asto
chybi pismena ve slovech nebo ma slovo §patnou koncovku dle sklofiovani; nékde je pouZita
zkratka a jinde zase celé slovo (napf. KE — klistova encefalitida na str. 17, JEV — virus
Japonské encefalitidy na str. 56); vyraz ,kupiikladu®, ktery je zde uveden nékolikrat, se do
takovychto typu praci nehodi; nazvy jednotlivych kapitol jsou psany jinym typem pisma nez
vlastni text. Dalsi pfipominky naméatkou:

- stfidani lat. spojky ,.et™ s Ceskym ,,a* v citacich

- uziti zkratky pro dany vyraz bez ptedchoziho vysvétleni (str. 1)

- citace Wallner et al., 1995 (str. 4), Hase et al., 1989 (str. 9), Sadler a Williams (1998,

str. 13) chybi v seznamu literatury

- nastr. 15 ve 2. odst. posledni vété je pouZito 1. os. jed. €. a toto nasledné citovano!!!

- neni popsana metodika ,,suché trypsinizace®, eveni. chybi odkaz na citaci (str. 18)

- webovy odkaz www.ambion.com chybi v seznamu internetovych zdrojt (str. 22)

- kap. 3.8.3 Promyti a prehybridizace — Promyti nasleduje po hybridizaci, tedy by mélo

patiit ke kapitole 3.8.4 (str. 22)
- vtab. 3.9.3 Pouzité primery chybi citace — pokud tedy byly primery navrzeny ,,rucné®,
méle by to tam byt jasné uvedeno (str. 26)

- vkap. 3.9.5 je uvedena 2x linie NEURO (spravné NEURO a GLIO) (str. 28)

- zakap. 3.9.7 nasleduje kap. 3.11 (str. 29)

- autorka Casto pouziva terminu exprese proteinii namisto gent (na proteinovych ¢ipech

analyza jist¢ nebyla provadéna)

- vtextu kap. 4.2.1 chybi, kterych koncli mRNA se polyadenylace tyka (str. 32)

- uobr. 4.2.2 chybi oznaceni a, b, ¢, d (str. 32)

- ucitace Swiercz et al. je nespravné uveden rok 2004, namisto 2007 (str. 32)

- chybny nazev genu VSP13B — spravné je VPS13B (str. 35, 53)

- v kap. 4.2.6 je uveden termin lipoxygenazovy gen — spravné by mélo byt gen pro

lipoxygenazu (str. 36)
- obr. 4.3.1.1 ma jiné &is. ozn., nez na jaké je odkazovano v predchozim textu (str. 38)



- kap. 4.3.2.1 — véta ,,...podili se endokrinni diferenciaci CNS* — spravné by mélo byt
,»podili se na neuroendokrinni diferenciaci v CNS* (str. 41)

- spravny nazev genu je HLA-DRBI (str. 43)

- vyraz ,bunécna masinérie se hodi spiSe do popularné védeckého casopisu (str. 47)

- ucitace Liew et Chow je v diskusi nespravné uveden rok 2005, namisto 2006 (str. 51)

PredloZena diplomova prace piinasi zajimavy pohled zejména na odlisné chovani bunék
rozdilnych neuralnich linii po infekei. Napfiklad zjisténi, ze infekce v GLIO, na rozdil od linie
NEURO, vede k rozsahlé aktivaci imunitni odpovédi, k aktivaci gent regulujicich apoptézu
nebo genu kodujicich protivirové proteiny. Naproti tomu byly downregulovany geny fidici
stavbu bunky, proteosyntézu, regula¢ni mechanismy nebo metabolismus. Novym zji§ténim
v souvislosti s klistaty prenasenymi flaviviry jsou vysoce exprimované molekuly MHC I
komplexu a indukce antivirového proteinu Viperinu. Bohuzel ale vysledky nejsou dotazeny
do konce, predev§im potom nebyla dodélana optimalizace metodiky Real-Time PCR - de
facto nebyly potvrzeny vysledky z ¢ipové analyzy. MoZnou pfi¢inu bych vidél v nespravné
vybranych, ,,ruéné* designovanych primerech, které pravé ve spojeni s barvivem SYBR green
[ nemusi poskytovat vhodné optimalizaéni podminky (existuje nékolik internetovych
databazi, které k vétSiné lidskych genii nabizeji validované primery, napf.
http://primerdepot.nci.nih.gov/, http://medgen.ugent.be/rtprimerdb/).

Jako namét pro diskusi pii obhajobé DP by mohlo byt vysvétleni, pro¢ byla u linie GLIO
pozorovana tak vyrazna virova produkce navzdory silné antivirové odpovédi bunék a s tim
spojena zvysena exprese genu IF16, ktery blokuje apoptézu pii virové infekei a dale spojitost
MHC I komplexu s infekci VKE.

Zavér:

Autorka diplomové prace predlozila spis, jehoZz zpracovanim prokéazala schopnost
postupovat samostatnym zpisobem pii feSeni odborné problematiky. Formulovala cile a
zvolila metody vhodné k feseni. Je jen velka Skoda zminénych nedostatk, které praci urcitym
zpusobem degraduji. Bylo by proto vhodné v zapo¢atém dile do budoucna pokracovat, napf. v
postgradualnim studiu, kdy by se optimalizovala metodika Real-Time PCR a také by se mohla
oveéfit exprese zjisténych signifikantnich genti na proteinové trovni.

Piedlozenou praci doporucuji k obhajobé pied statni zkusebni komisi s klasifikaci

,, velmi dobie “

é ,dg/
V Brné¢ dne 26.5.2009 Ing. /L%/‘Vemer Ph.D.

podpis oponenta



