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PredloZzena diplomova prace Bc. Markéty Spévakové se zabyva velice aktualnim
tématem studia stresovych drah endoplazmatického retikula (ER) v prabéhu flavivirové
infekce. V ramci této prace byla konkrétné studovana indukce stresovych drah ER
virem klidtové encefalitidy, a to v my3i makrofagové linii PMJ2-R. Dale byl zkouman
vliv klistécich slin &i pouze specifického proteinu obsazeného v klistécich slinach,
iristatinu, na indukci zkoumanych stresovych drah ER v infikovanych ¢&i neinfikovanych
bunkach. Prace ma rozsah 61 stran a je standardné &lenéna na literarni Gvod, cile
prace, metodiku, vysledky, diskuzi, zavér a seznam citované literatury.

Uvodni literarni re$er$e je rozepsana na 16 stran a mé dojmy z ni jsou veskrze
pozitivni. Jedna se o prehledny a logicky uspofadany text poskytujici zakladni
informace o viru klistové encefalitidy (TBEV) a hostitelské odpovédi v pribéhu infekce
(v€etné signalizacnich drah stresu ER, tzv. UPR). Dale pak o klistatech jako vektorech
TBEV s dUrazem na funkci slin jako modulatord hostitelského prostiedi. Velice oceriuiji
zejmeéna shrnuti o dostupnych informacich stran UPR v ramci flavivirovych infekci.
Kromé par preklepll mam v ramci Gvodu jen nékolik drobnych poznamek:

e v praci se hojné vyskytuje problém stran lingvistiky, kdy jsou zde budto Spatné
prelozené anglické vyrazy (napf. bZIP je bazicky leucinovy zip, nikoliv zakladni),
poCestélé anglicke vyrazy (bend), &i pfeklady do Cestiny, které mi pfijdou
zbytené, pokud se jedna o vysvétleni anglické zkratky (napf. PERK: PKR-
podobna namisto PKR-like)

e nejsem si jist pouzivanim vyrazl strukturalni/nestrukturaini proteiny; tusim, ze
by to mély byt strukturni/nestrukturni proteiny

e nékteré slovni obraty plUsobi dosti neobratné; napfi. ,ATF-6 vétev byla
detekovana® (str. 10), ,...podpofit virovou replikaci a udrZovat jeji
Zivotaschopnost.” (str. 10)

e vramci ivodu neni unifikované pouZivani zkratek pro virus klistové encefalitidy
(vyskytuje se jak TBEV, tak VKE); to samé plati pro interferon (INF i IFN)

Celkové je ale uvodni literarni reSer8e napsana velice dobfre.

Cile jsou jasné a piehledné formulovany do &ty bod(.
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Kapitola Metody zahrnuje celkem 12 stran a piehledné popisuje jednotlive
experimentalni metody. Kapitolu vhodné doplfuji tabulky uvadéjici podrobnéjsi
informace o pouzitych primerech a sondach, sloZeni reakci a popis jejich ¢asového
profilu. Velice kladné hodnotim relativhé Siroké spektrum metod, které bylo v praci
tohoto zameéreni pouzito. Vramci této kapitoly mam opét pouze par mensSich
pfipominek:
» chybi citace v kapitole 3.1.1 a kapitole 3.1.2 o pGvodu bunék PMJ2-R a TBEV
kmene Hypr
e nejsou unifikované jednotky - finalni koncentrace slin uvedena v ug/ml, zatimco
pro Iristatin v umol/l; v ramci centrifugace pouzivany jednotky RPM i RCF
e neni uvedeno slozeni RIPA pufru
e chybi citace v kapitole 3.2.4 pro ImageJ
e termin ,2x rychle® na strance 23 v ramci popisu promyvani membran neni zcela
popisny
e U pfipravy cDNA je pouzivan vyraz ,transkripce“ namisto ,reverzni transkripce®
e v Tabulce V neni uvedena koncentrace primer{

Kapitola Vysledk( zahrnuje celkem 13 stran s 13 obrazky. Z formalni &asti se ji neda
témér nic vytknout — kapitola je logicky uspofadana a dobfe napsana (aZz na par
stylistickych chyb), obrazky jsou v dostateéné kvalité a pfehledné popsané.
Z experimentalniho hiediska mam v3ak nékolik otazek, které jsou uvedeny na konci
posudku v sekci otazek.

Kapitola Diskuze zahrnuje necelych 5 stranek, kde autorka analyzuje své vysledky ve
vztahu k jiz publikovanym datim a pokousi se vytvofit uréity komplexni obraz vztah
TBEV-UPR-sliny/iristatin. Autorka se velice dobfe popasovala s popisem ziskanych
dat stran aktivace UPR u TBEV-infikovanych bunék a jejich porovnanim s jiz
publikovanymi vysledky u jinych flavivirQ, a to véetné metodiky analyzy jednotlivych
vétvi UPR a jejich alternativami pro pfipadné budouci experimenty. Na druhou stranu,
v dalSich Castech diskuze se autorka snaZi ze svych dat sestavit obraz o jiz
zminovaném vztahovém trojuhelniku TBEV-UPR-sliny/iristatin. Zde mam jiz nékolik
vyhrad. Jednak je text hife stravitelny (parkrat jsem musel urCité pasaze C¢ist
nékolikrat, abych pochopil, co je myslenkou daného odstavce), ale hlavné bych v ramci
diskuze byl opatrnéjsi, co se tyce nékterych tvrzeni. A to z divodu 3 faktorl - miry
zvySeni exprese zajmového genu/proteinu, statistické signifikance a velikosti
smérodatnych odchylek. Napfiklad ,ZvySena fosforylace elF2a v souvislosti se slinami
byla zji§téna v intervalu 24 hpi, a to jak v burikach infikovanych, tak neinfikovanych.*
je velice zavadéjici, vezmeme-li v vahu vysledky prezentované na Obr. 10.

Otazky:

1) Autorka v uvodu zmifuje 2 studie zabyvajici se UPR v pribéhu infekce virem Zika.
V pfipadé Tan et al. (2018) byla pozorovana aktivace ATF6 a IRE1, zatimco v pfipadé
Turpina et al. (2020) byla pozorovana aktivace IRE1 a PERK. Co mUiZze byt divodem
téchto rozdilnych pozorovani?
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2) Pro€ byly v ramci odbéru proteinovych vzorkl k lyzaénimu pufru kromé& inhibitorQ
proteaz pfidavany i NaF a NasVO4? Hodnota 300 V pro blotovani je opravdu spravna?
3) Pro¢ byla pouZita dvoucestna ANOVA s Bonferroniho (Benferroniho beru jako
pfeklep) post hoc testem? Nestacil by Studentlv dvouvybérovy t-test ¢i jednocestna
ANOVA?

4) Z obr. 5, 9 a 13 je patné, Ze ke zvySené expresi proteinu BiP dochazi i
v neinfikovanych burikach bez oSetieni slinami &i iristatinem (96 hpi). Prosim, pokuste
se vysvetlit, pro¢ k tomuto jevu dochazi. Myslite si, Ze tento fakt mize néjakym
zpUsobem ovlivnit Vase vysledky?

9) V ramci obrazku 5 mi pfijde intenzita signalu pro BiP v neinfikovanych burikach vyssi
neZ pro infikované buriky (96 hpi). Tato skute¢nost ale nekoresponduje s grafickym
shrnutim pro 3 biologicka opakovani. Z tohoto divodu bych poprosil autorku o obrazky
vSech tfi opakovani western blotl v pfipadé obrazku 5.

6) Pokud sliny dle VaSeho tvrzeni teoreticky zmirfiuji bunéény stres asociovany
s infekci skrze sniZenou expresi BiP (str. 45), jak je mozné, Ze samy o sobé sliny
zvysuji expresi genu BiP v intervalu 96 hpi a tedy i UPR (obr. 8)?

| pfes vySe uvedené pfipominky je prace Markéty Spévakové na velice dobré Grovni:
jedna se o velmi zajimavou experimentalni praci s pfehlednym rozborem aktualni
problematiky flavivirll a UPR za pouziti pokrocilych metod mikrobiologie a molekularni
biologie. Autorka rovnéz prokazala schopnost kriticky vyhodnocovat a diskutovat své
vysledky v porovnani sjiz publikovanymi daty. Ztohoto dlvodu konstatuji, Ze
pfedlozena diplomova prace spliiuje veSkeré pozadavky kladené Pfirodovédeckou
fakultou JU, a proto ji doporuéuji k obhajobé.

V Ceskych Budgjovicich dne 18.5. 2021 ...

RNDr. Martin Selinger, Ph.D.
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