Oponentsky posudek diplomové prace Be. Renaty Strouhalové
Zmény v genomu viru kli§t'ové encefalitidy u variant s riznou historii pasazi a odliSnymi
biologickymi vlastnostmi.

Resené téma bylo na magisterskou praci neoby&ejné komplexni: dlouhodobym pasaZovanim
jednak na savéich, jednak na klistécich buiikdch vyvolat mutace ve viru kli§tové encefalitidy
(VKE) a charakterizovat tyto mutanty jak sekvencné, tak podle virulence v kultufe i na
pfirozeném hostiteli. V zavéru se autorka pokusila interpretovat mutace v riznych astech
virového genomu ve smyslu jejich vyznamu pro virulenci.

Diplomova prace mé klasickou formu s rozsadhlym uvodem a metodikou, vysledky na 20ti
stranach a diskusi, kde jsou vysledky shrnuty a interpretovany na 10 ti stranach. Je velmi dobie
napsand - vyborné€ se Cte i pro nespecialistu a pfitom neni uZvanéna v zadné své €asti. Naprosto
mimofadnd je peclivost zpracovani textu. NenaSel jsem prakticky Zadné chyby v pravopisu,
vyjadfovani nebo formatovani; s tim jsem se snad je§t€ nesetkal. Velmi rozsahly seznam
literatury (asi 150 citaci!) jsem kontroloval jen velmi zb&Zzn€, ale myslim, Ze ani zde chyba
nebude.

Velmi oceriuji, Ze se autorka a jeji vedouci nespokojili s rychlym popisem ziskanych
mutant, ale snazili se je charakterizovat pomoci vSech dostupnych metod. Jejich soubor
pozoruhodny: zahrnuje testy virulence na mysSich, prace s tkanovymi kulturami sav€ich a
hmyzich bunék pii pasdZovani, titrovani viru, isolaci virové RNA, reversni transkripci,
klonovani, PCR, real time PCR, zpracovani sekvenci a dokonce i 3D modeling mutovanych
proteind.

Vysledky ukazaly, Ze pasdZované a mutované kmeny maji stejnou nebo sniZenou
virulenci, coz se asi dalo ¢ekat. Byla zde sice i zajimavéj$i moZnost, Ze kmeny pfizplsobené
sav¢im buitikam budou v mysich virulentnéjsi, a ty z klistovych bun€k méné virulentni, ale to se
nepotvrdilo a v diskusi je tento vysledek fundované komentovan - i kdyZ n€ktera vysvétleni se mi
zdaji ptili§ Géelova (jako napt. pro¢ dlouhodobéa pasdz na klistécich buiitkdch sniZuje virulenci
vice nez kratkodoba). Konkrétni data z experimentaini prace, v kombinaci s vysledky jinych
studii, ale ur¢ité poskytnou kvalitni zaklad pro zavéry o virulenci VKE a kédujicich i nekodujich
¢asti jejich genomu.

Mam dva dotazy resp. komentafe tykajici se spi§ rdmce prace, neZ konkrétnich postupi a
vysledka:

1) Jakym zptuisobem chce autorka vysledky uplatnit?

2) Obvykle je obsahem magisterské prace jen pomérné uzky rozsah problematiky feSené

v laboratofi; napf. zde by tieba mohla byt isolace mutant ajejich predb&zna

charakterizace. 1 kdyz vtéto praci na jedné stran¢ velmi ocefiuji komplexni piistup

k feSeni zadaného tématu, na druhé stran€é nemohu uvéfit, Ze by autorka vSechny

rozmanité metody zvladla bez pomoci kolegii nejen radou, ale i s konkrétnimi pokusy.

Nebylo by vhodné u jednotlivych kapitol vysledki uvadét napf.: s t€mito pokusy mi

pomahal ten a ten? Vim, Ze se to obvykle ned¢l4, ale stoji to za Givahu.

A jesté dotaz pro informaci: vtextu jsem zahlédl, ze v kli§téti se virus v pfirodé¢ mnozi
dlouhodobg, zatimco v cilovém sav¢im hostiteli jen kratkodobg. Jsou né€jaka data, kolik cykll
replikace prodéla primérny virus v ptirodé ve svych hostitelich? To by mohlo pomoci pfi
interpretaci pasdzovacich pokust.

Prace rozhodné spliiuje pozadavky na magisterskou praci. Doporucuji k obhajob€ a navrhuji

znamku 1.
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Dog¢. RNDr. Josef Vlasak, CSc
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Zmény v genomu viru kliStové encefalitidy u variant s riiznou historii

pasazi a odliSnymi biologickymi vlastnostmi

PiedloZena diplomova prace, vypracovana pod vedenim Prof. RNDr. Libora
Grubhoffera, CSc., je zaméfena na studium zmén v genomu viru klistové encefalitidy
v dusledku pasédZe viru na burikach vektoru a hostitele a zejména na vliv téchto zmén na
nékteré charakteristiky viru majici vztah k jeho patogenezi.

Diplomova prace je uvedena pfehlednym a logicky uspofadanym literarnim
prehledem. Stejné tak seznam literatury svéd¢i o autoréiné dikladném studiu problematiky.
Prace dale pokracuje kompletni metodikou s uvedenim v§ech dtlezitych udaji. Vysledky jsou
prezentovany na dobré Grovni a jsou doplnény prehlednymi grafy a fotodokumentaci. V této
kapitole autorka nejdiive charakterizuje jednotlivé izolaty viru s rznou historii pasazi jak
metodami in vitro tak in vivo. Zde sledovala rizné parametry virulence viru a také hodnotila
vliv glykosylace virovych protein(i na virulenci. Nasledn¢ byly jednotlivé izolaty
sekvenovany a nalezené zmény v sekvenci virového genomu byly dany do vztahu
s pozorovanym fenotypem viru. Na zavér je také posouzena variabilita viru kli§t'ové
encefalitidy v jednotlivych izolatech. K formalni strance prace nemam zadné pfipominky.

K vlastnim vysledkim bych mél jen dvé pfipominky. Autorka v diskuzi naznacuje
vliv mutace glykosylaéniho mista proteinu PrM na zménu charakteru plakt viru
pasazovaného na klistécich burikach. Pokusy s tunikamycinem ale naznacuji, Ze glykosylace
virovych proteini nema na vysledny charakter plaki vliv. Stejné¢ tak autorka v diskusi
odhaduje, Ze absence glykosylace proteinu E miZe vyznamné ovliviiovat vstup viru do buriky
a tim i virulenci. Plakovou titraci zji$téné vlastnosti viru, ktery byl pasdZovén v ptitomnosti
tunikamycinu, v8ak na takovéto ovlivnéni neukazuji. Mél bych tedy n€kolik otdzek do

diskuse:

Videriska 1083 TEL.: 241 063 215 e-mail: office@img.cas.cz
142 20 Praha 4 FAX: 224 310 955 http:/lwww.img.cas.cz



Otazky do diskuse:

1.

Co by mohlo byt pfi¢inou sniZené virulence VKE pasaZovaného v pfitomnosti
tunikamycinu, kdyZ jeho fenotyp charakterizovany plakovou titraci zlistal nezménén?
Klonovani izolatd ukazuje na variabilitu populace viru 40.P.IRE. Byla pozorovéana i
variabilita charakteru jednotlivych plaki pfi titraci tohoto izolatu? Zdanlivy rozpor
mezi vysledky plakové titrace a in vivo pokust by mohl byt vysvétlen prave
uplatnénim minoritnich variant viru p¥itomnych v inokulagni davce.

Byla provedena alesponi ¢aste¢na sekvenace nebo charakterizace viru izolovaného

z mys$i infikovanych variantou 40.P.IRE? Ta by odhalila piipadné uplatnéni
minoritnich variant.

Vysledek pasaZovani viru na klistécich burikach mize byt ovlivnén 1 jinou kultiva¢ni
teplotou. Bylo by mozné provést plakovou titraci pii teplot¢ 28°C? Bylo nékdy
publikovano, Ze by pasazi viru na klist'atech resp. klistécich buiikach doslo

k vyselektovani termosenzitivnich variant?

Zavérem:

Prace je ¢tiva, prehledna a logicky uspofadana. Autorka béhem své prace ziskala fadu

zkuSenosti s mnoha naroénymi metodami a ziskala hodnotné originalni vysledky. Autorka ve

své praci prokazala velmi dobré pfedpoklady pro dalsi védeckou préci a jeji praci hodnotim

jako zdafilou. Proto tuto praci doporucuji k obhajob¢ a navrhuji jeji hodnoceni znamkou

vyborng.

V Praze 21. 1. 2011

RNDr. Filip Senigl, Ph.D.
UMG Praha
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