Posudek na diplomovou praci Bc. Lenky Doudové , Ovéreni vlivu primarnich
imunitnich bunék a jejich detekovatelnych marker( béhem ¢asné faze infekce
virem klistové encefalitidy”

Lenka Doudova se ve své diplomové praci zabyva genovymi markery z rodiny IFIT a OAS v souvislosti

s Casnou fazi infekce buriky virem KE in vitro i in vivo. Dalsim vyznamnym cilem diplomové prace bylo
ovéreni transportni Ulohy Langerhansovych bunék pfi pfenosu viru KE z mista inokulace do spadovych
lymfatickych uzlin.

Prvni ¢asti diplomové prace je literdrni Gvod, ktery zahrnuje informace o viru KE, ddle jsou popsany
vlastnosti a Uloha Langerhansovych bunék a makrofagl v patogenezi virové infekce a nakonec se
autorka vénuje antivirovym proteinlm z rodiny IFIT a OAS, které jsou kédovany geny stimulovanymi
interferonem.

Nasleduje rozsahla metodicka ¢ast na 10 strandch, kde jsou podrobné popsany metody izolace
makrofagl a Langerhansovych bunék z kostni dfené, jejich sortovani a infekce dvéma kmeny viru KE
s odliSnou invazivitou. Nasleduje infekce mysi virem, izolace organ( a kvantifikace virové RNA a RNA
vybranych markerd z rodin IFIT a OAS metodou jednokrokové qRT-PCR. Kromé RT-PCR bylo mnoZstvi
viru stanoveno i plakovou titraci a mnoZstvi antivirovych proteini metodou ELISA.

Je vidét, Ze diplomova prace je metodicky naro¢na, zahrnuje metody z oblasti molekuldrni biologie,
imunologie i, klasické” virologie.

Ziskané vysledky jsou podrobné popsany, dokumentovany jedenacti péknymi grafy v€etné
statistického zpracovani.

Diskuse je neobvykle obsahla (6 stran), snazi se vysvétlit ziskané vysledky a konfrontovat je se
svétovou literaturou.

Zavér shrnuje v deviti bodech nejdulezitéjsi dosazené vysledky.
V Gvodu nechybi seznam pouzitych zkratek.

Prehled citované literatury zahrnuje cca 130 citaci.

K diplomové praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

Mam drobnou pfipominku k ndzvu prace. Kdyz slySim ,vliv®, ptdm se na co. TakZe bych spiSe nez vliv
volil slovo ,vyznam”.

Cast v8novand antivirovym proteiniim z rodiny IFIT a OAS se mi spi$ jevi jako metodicky vyznamna
(coz nijak nesnizuje jeji kvalitu), protoZe stanoveni téchto proteinl tfeba v séru pacient( se zatim
z diagnostického hlediska nejevi vyhodnéjsi nez stanoveni virové RNA, ktera je detekovana

v leukocytech uz za jeden den po infekci.

Na str. 20 se mluvi o kompletnim RPMI mediu, ale neni vysvétleno, co toto kompletni medium
obsahuje.

Na str. 32 je popsan pomérné velky rozdil ve viabilité makrofagl infikovanych kmenem Sofjin ve
srovnani s kmenem Hypr (za dva dny 150% kontroly). Vzhledem k pouZitému testu na stanoveni
viability (alamarBlue), nem(ize byt tento vysledek zplisoben pomnoZenim makrofagt, nebo jejich
aktivaci virem, ¢i indukovanymi cytokiny?



Z hlediska védeckého poznani se mi jako nejvyznamnéjsi vysledek jevi dlikaz transportni tlohy
Langerhansovych bunék v pfenosu virové infekce do lymfatickych uzlin. Tady Lenka Doudova rozsitila
pozorovani Milana Labudy staré skoro 30 let a tento vysledek stoji podle mne za publikaci. Mozna by
bylo dobré stanovit titr viru v Langerhansovych burkach tésné pred inokulaci do mysi, aby bylo
mozno ho srovnat s 1000 PFU pouzitymi k infekci v pozitivni kontrole.

V souvislosti s replikaci viru KE v burikdch prirozené imunity by mé zajimalo, jaka je zndma délka
replikacniho cyklu tohoto viru a jestli se lisi podle typu bunky.

Langerhansovy buriky patfi mezi dendritické buriky, které jsou velmi vyznamné v prezentaci antigenu.
Co znamena termin zkFizena prezentace (cross-presentation)?

Zavér: Lenka Doudova predlozila velmi kvalitni diplomovou praci, jejiz nejméné jedna ¢ast je
publikovatelnd. Podle mého ndzoru bohaté splfiuje naroky na diplomové prace na PfF JU. Praci
doporucuji k obhajobé a navrhuji znamku ,vyborné*“.

V Ceskych Budé&jovicich 15. 5. 2023

Prof. RNDr. Jan Kopecky, CSc.



