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Oponentsky posudek diplomové prace Be. Kristiny Kocarové: Interakce viru klist'ové
encefalitidy s mysimi keratinocyty

Diplomova prace Bc. Kristiny Kocarové se zabyva tématem infekce keratinocyt(i virem klistové
encefalitidy (VKE). Vzhledem ktomu, Ze kiZe je ve vétSiné pfipadu mistem vstupu a prvni
interakce VKE se slozkami imunity hostitele, je toto téma vysoce zajimavé, zejmena pak jeho
pfesah k moznému efektu klistécich slin na replikaci viru.

Zadané téma autorka zpracovala na celkem 43 stranach textu (15 stran uvod, 5 stran material a
metody, 6 stran vysledky, 5 stran diskuze a zavér). Prace ma jasnou logickou strukturu, je
prehledn& ¢&lenéna a napsana prakticky bezchybnou a dobre srozumitelnou ¢estinou. Ne zcela
vhodné vyrazové prostiedky & nepfesné formulace se vyskytuji pouze okrajové (napr.
_...kousnutim infikovaného kii§téte...“, ,Polyprotein je nastipan...” apod.). Po formaini strance bych
mél tii zasadn&j$i pfipominky. Kvalita nékterych obrazk( (minimainé v .pdf verzi ulozené ve STAG)
je nizka a u obrazkl pfevzatych i s anglickymi popisky by bylo vhodneé je upravit na popisky Ceskeé
(kromé jiného se pak ztraci provazanost obrazk( s textem). Misto anglickych zkratek TBEV a TBE
bych doporudil pouziti &eskych zkratek VKE a KE, které je v ¢esky psanych textech bézné.

V kapitole Uvod autorka piehledné a vyvazené zpracovala aktualné dostupné informace k tematu.
Od popisu struktury kiize pokratuje pies zakladni charakteristiku VKE a onemocnéni, které virus
vyvolava, az k informacim tykajicim se pfimo interakci viru s riznymi typy bunek v k(zi, imunitou a
mnoZenim viru v misté pfisati infikovaného klistéte. Autorka vyuzila znatné mnozstvi literarnich
zdroj(, zejména anglicky psanych védeckych publikaci, které spravné cituje a uvadi v seznamu

v

Autorka se vramci své diplomové prace seznamila s pfipravou primarni kultury mysich
keratinocyttl a technikou odbéru klistécich slin. Ziskané primarni kultury nasledné infikovala VKE a
metodami plakové titrace a nepiimé imunofluorescence sledovala interakce viru s buikami teto
kultury. Dale byl sledovan efekt pfidavku klistécich slin na podil infikovanych bunék i replikaci viru.
Pouzity material a metody jsou pfehledné popsany v odpovidajicich kapitolach a nemam k nim
vyznamnéjsi pfipominky.

V kapitole Vysledky autorka uvadi fotodokumentaci k imunofluorescenénimu barveni antigenu viru
a keratinu a dale data k stanoveni podilu infikovanych bunék. Ve je provedeno pro dvé rlzneé
multiplicity infekce a ve varianté bez pfidavku slin a nasledné v pfimém porovnani s pridavkem slin
a bez n&j. Dale pro v&echny tyto experimenty uvadi vysledky plakové titrace , respektive replikacni
kFivky.

K imunofluorescenénim pokusum bych mél tyto pfipominky:

- u imunofluorescenéniho barveni by bylo vhodné uvadét i negativni kontroly a prezentovat
pro véechny vysledky jak jednotlivé kanaly oddélené, tak sloZzené do jednoho obrazku



‘¥4 BIOLOGICKE CENTRUM AV CR, v. v. i.

SN\

Parazitologicky tstav

barveni na keratin by bylo vhodné dokumentovat pfi mensim zvétseni, aby bylo lépe
patrné, zda se v kultufe nevyskytuji i né&jaké jiné burniky nez keratinocyty; pokud ano, pak by
bylo nutné pro stanoveni podilu infikovanych keratinocytt detekovat jak keratin, tak virovy
antigen zaroven (obzvlasté pfi nizké proinfikovanosti bunék, kterou uvadite). To, jaké je
zastoupeni keratinocytu v kultufe a zda jsou nékteré jiné bunky infikované je naprosto
zasadni i pro interpretaci vysledku celé kapitoly 4.2. Pokud by byli VKE infikované i jiné
bunky, nelze mluvit o replikacnich kfivkach VKE v keratinocytech, protoze neni mozné
odlisit jaky je podil jinych bunék nez keratinocytu.

v tabulce 1 chybi absolutni poéty bunék — idealné: bunék celkem, z toho keratinocyt(,
z toho infikovanych keratinocytl (pfipadné ostatnich infikovanych bunék)

popisky obrazkd bych doporuil pfipravit detailngji - napf. u Obr 11 a 12 nelze podle
popisku fici, jaky je mezi obrazky rozdil: MOI, DPI apod. Tyto informace spravné uvadite
v textu, ale najit je i pfimo u obrdzkd a moci je rovnou porovnat by bylo pro mne jako
Ctenare pfijemné.

V kapitole Diskuze autorka spravné porovnava ziskané vysledky s Udaji v literatufe a zasazuje je
do SirSiho kontextu ve vyzkumu flavivird a role dalSich typl bunék v ramci infekce VKE. Na konci
kapitoly je hezky zpracovana a detailni pasaz zaméfena na daldi moznosti pokradovani vyzkumu
v tomto tématu. V ramci diskuze bych doporuéil se vyporadat i s riznymi limitacemi studie — rozdily
v podilu infikovanych bunék, nizké pocty opakovani znemoznujici statistické zhodnoceni rozdilG.

Autorku bych rad pozadal o odpovédi na nasledujici otazky:

1.

Muzete si byt opravdu zcela jista, ze se v kultufe vyskytoval pouze keratinocyty? Barveni
na keratin bylo provedeno pouze v jednom opakovani a prezentované vysledky nejsou
z mého pohledu zcela prfesvédcivé. Mohla byste to okomentovat pfipadné s vyuzitim dalsi
fotodokumentace, &i Udaju z literatury? (Jak vite, Ze na obrazku 11 je pravé keratinocyt?)

U obrazkd z imunofluorescence mi chybély negativni kontroly. Jaké typy negativnich kontrol
by bylo mozné provést a pro¢ by bylo dobré je udélat a z jakého divodu?

Jak si vysvétlujete nizkou proinfikovanost bunék v intervalu 3 dpi pro MOI 100 v porovnani
s ostatnimi intervaly a MOI?

Jak si vysvétlujete vyrazné rozdily v proinfikovanosti bunék mezi prvnim pokusem a
kontrolou (bez slin) v pokusu druhém (3 dpi pfi MOI 1 nejprve 4% a nasledné v burikach
bez slin 0,1% 4 dpi pfi MOI 1?

Vramci diskuze uvadite, ze ve studii Labudy et al. 1996 bylo dosazZeno v kulture
keratinocyti vyznamné vysSich titri. Mohla byste spekulovat o mozZnych divodech pro
tento rozdil?

| pfes uvedené vyhrady, které navic mohou byt vyvraceny béhem obhajoby, jsem piesvédcen, ze
prace splhuje poZadavky kladené na diplomové prace na Pfirodovédecké fakulté Jihoceské
univerzity a proto praci doporucuji k obhajobé.

V Ceskych Budgjovicich, 20.5.2021

Mgr. Vaclav Hénig, PhD.



