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PfedloZend prace Bc. Markéty Spévakova se zabyva viivem kliStécich slin na endoplazmaticky
stres v burikach infikovanych virem klistové encefalitidy. Préace si klade za cil: (1) vypracovat
literérni rederS$i o vztahu virové infekce, endoplazmatického stresu a imunitni funkce
makrofagl a antigen-prezentujicich bunék, (2) optimalizovat metodiku na méfeni signalnich
odpovédi aktivované stresem na endoplazmatickém retikulu (tzv. UPR-unfolded protein
responses: ATF6-, IREL-, PERK-zavisld aktivace), (3} stanovit UPR v makrofagach po infekci
virem klistové encefalitidy, a (4) testovat viiv kli§técich slin na UPR v makrofagach po infekci.

V avodu, tedy literarni reSersi (cil 1) autorka podavé zakladni informace o viru kiidtové
encefalitidy, zabyva se taxonomii, strukturou virionu a replikacnim cyklem, cestami pfenosu,
patogenezi a klinickymi pfiznaky infekce, dale odpovédi buriky na virovou infekci s dirazem
na stres endoplazmatického retikula a UPR. Posledni ¢ast teoretického uvodu je vénovan
charakterizaci klistéte jako vektoru viru kiistové encefalitidy.

V metodické casti autorka popisuje metody pouiité v praci, zejména klasické {(kultivaéni)
virologické metody, pfipravu proteinovych lyzatd, izolaci bunécné a virové RNA, a dale metody
optimalizované k méfeni signainich drah aktivovanych stresem na endoplazmatickém retikulu,
jako soutdst cile 2, tedy SDS-PAGE, blotting a specifickou detekci proteindi protilatkami, PCR a
kvantitativni PCR, véetné technik pro studium sestfihu mRNA. Ziskand data byla statisticky
zhodnocena a byla vyjadrena jejich signifikance.

Vysledkova ast prace a diskuze se zaméfuji primarné na stanoveni UPR v makrofagach po
infekci virem kiiStové encefalitidy (cil 3) a na testovani vlivu klistécich slin a iristatinu na tyto
procesy (cil 4). Autorka shrnuje nejzasadnéjsi poznatky svého vyzkumu do nékolika zavéra: (i)
Virus kiidtové encefalitidy (kmen Hypr) v infikovanych bufikach mirné aktivuje UPR v &asovych
intervalech 24 a 96 h.p.i, (ii) v ¢asovém intervalu 96 hpi byl viivem slin pozorovan pokles
genove exprese BiP v infikovanych burkach, (iii) sliny ani iristatin neovlivnily aktivaci IRE-1 v
infikovanych burikach, (iv} pfitomnost slin mirné zvySovala fosforylaci elF2a v infikovanych i
neinfikovanych bunkach v ¢ase 24 hpi., (v) samotné sliny v neinfikovanych burikach zvySovaly
v intervalu 96 hpi expresi BiP, {vi} v pfitomnosti iristatinu bylo v intervalu 96 hpi detekovano v
neinfikovanych bunkach zvy$ené mnozstvi proteinu BiP,

Hodnoceni prace. Diplomova prace je vyteCné zpracovana, a to jak po strance odborné a
védecke, tak po strance stylistické a jazykové, Teoretickd &ast je dostatecné detaiini a autorka
v ni prokazala zajem a nadSeni o dané téma i schopnost pracovat s odbornou literaturou.
Béhem feSeni své diplomové price si osvojila fadu fundamentdlnich virologickych,
moiekularné-biologickych a imunologickych technik, které tvofi uceleny a komplexni
metodicky zaklad nejen pro vypracovani diplomove prace, ale i pro autoréinu potencialni
budouci védeckou kariéru. Vysledky jsou bohaté, dobfe a pfehledné zpracované do poéetnych
grafickych vystupl, autorka prezentuje i fotografie gelt a blotovacich membran s rozdélenymi



DNA pruhy a proteiny. Vysledky jsou dobfe statisticky zpracované a jsou dostateéné
diskutovany s dostupnymi literarnimi zdroji zabyvajicimi se podobnou tématikou. Vysledky
tvofi sofidni zéklad pro navazujici studie a pfinaSeji nové poznatky pro hlub$i porozuméni
procesiim interakee virus-vektor-hostitel.

Vzhledem k vynikajici Grovni préce navrhuji klasifikagni stupen 1%, tedy ,vyborné”, a praci
piné doporutuji k obhajobé.

K praci mam nékolik drobnych poznamek a navrhii na vylepSeni a také pér dotazi, jejichi
pfipadné nezodpovézeni nijak neovlivni navrhované hodnoceni.

PFipominky:

1.V préci by mélo byt sjednoceno oznaceni viru bud TBEV nebo VKE.

2. Vteoretické Casti nebo metodach by mélo byt jasné vysvétleno, Ze iristatin je
oznafovan jako G1.

3. Neékteré nepiesné formulace, napf. ,...kterou NS3 pomoci NS3 helikdzy rozpoji a
umoZni tak tvorbu velkého mnoistvi +ssRNA“, lépe ,...kterou NS3 protein pomoci
helikdzové aktivity relaxuje a umoini tak jeji pfepis do +ssRNA...“, dale ,exocytdza
v cytoplazmatickych  vezikuldch”, lépe ,exocytdza za Glasti cytoplazmatickych
vezikul(i”, dale bych doporucoval pouzivat termin ,virus” namisto LVirY, a vyvarovat se
nékterych germanismi/anglikanisma, napf. ,kli&téti viastni proteiny”, lépe ,kliStéci
proteiny”, lépe ,pruh” namisto ,bend” atd.

Dotazy:

1. Dokazala byste vyjmenovat dva dal$i nové objevené subtypy viru klidtové encefalitidy?

2. Dovedla byste vysvétlit/zd0vodnit, prof se pro blokaci pFi western blottech pouziva
¢asto pravé susené miéko?

3. Jaky substrat se pouZival pro chemiluministentni detekci proteinu pii western blottech
detekovanych systémem primarni Ab—sekundérni Ab-avidin-HRP?

4. Provadéla se pro identifikaci proteinu BiP v bufikach stimulovanych tunicamycinem
také hmotnostné-spektrometricka analyza proteinu eluovaného z pfislusného pruhu
na SDS-PAGE gelu, nebo byl pruh obsahujici protein urgen pouze podle intenzity, viz
obr. 47
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