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Magisterska prace Bc. Veroniky Pranélové se zabyva Glohou cytoskeletarnych komponenti
ve vztahu k infekci virem kliStové encefalitidy (VKE). Vyznam jednotlivych komponentit
cytoskeletu pro replikaci viru byl testovan s vyuZitim specifickych inhibitorti a analyzou
morfologie infikovanych bun&k. Rovnéz byl uréen expresny profil vybranych proteint
asociovanych s aktinovymi filamentami. Téma préace je velmi zajimavé a vysoce aktualni.
Navic, ve srovnani s jinymi flaviviry existuje pomérné malo informaci o VKE jako o kauzalni

wrwe

Prace ma 56 stran a dle zvyklosti je ¢lenéna na uvod, cile prace, material a metody, vysledky,
diskuzi a zavér. Rozsah jednotlivych &asti je pfiméfeny a po formalni strance odpovida
narokiim na magisterské diplomové prace na P¥F JU.

Uvod ¢&ita 11 stran textu. Autorka predstavuje VKE a jeho replikacni cyklus. Pak se vénuje
popisu cytoskeletu a jeho jednotlivych komponentti doplnénych o informace souvisejici
s infekci flaviviry. Tato ¢ast neni rozsahla, no posta¢ujicim a srozumitelnym zpisobem
obeznamuje Citatele o dosud znamé roli cytoskeletarnich struktur ve flavivirové infekci.

Cile jsou tii a jsou jasné definované.

Kapitola Material a metody je sepsand na 11 stranach a jednotlivé metody jsou vysvétleny
srozumitelnym zpisobem. Autorka pouzila Sirokou $kalu metod, véetné kultivace bunék,
infekce, virové titrace, imunofluorescence ¢i proliferaéniho testu, RT-PCR. K této kapitole
mam jenom jednu malou pfipominku, a to Ze koncentrace pouzitych roztok se zpravidla
uvadi v molech a ne v gramech na litr.

Vysledky jsou shrnuty na 15 strandch, véetn€ 11 grafii a 4 obrazka. Role cytoskeletu v infekci
VKE byla testovana na dvou bunéénych modelech, na lidské neuroblastomové linii SK-N-SH
a klistéci bunécné linii IRE/CTVM19 pomoci inhibi¢nich testd s vyuzitim specifickych
inhibitort, které ovliviiuji polymerizaci, ¢i stabilitu mikrotubuli a mikrofilament. Tomu
piedchézelo stanovani vhodné koncentrace inhibitorti s ohledem na zachovéni viability bunék.
Popis obrazku a grafii je jasny a postacujici a nechybi ani vysvétleni divodu pro testovani
toho ¢i onoho parametru. Analyza dat byla provedena spravn€ vybranymi metodami. Autorka
zjistila, Ze ptitomnost inhibitorti cytoskeletarnych struktur témeéf ve viech ptipadech negativné
ovlivnila replikaci viru. Analyzou expresniho profilu vybranych geni asociovanych

s aktinovymi filamentami v infikovanych burikach autorka odhalila zvySenou expresi
spektrinu, talinu a vimentinu. Exprese tubulinu a aktinu zustala srovnatelna v infikovanych a
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neinfikovanych buiikach. Prace tedy pfinasi n€kolik zcela novych pozorovani, které budou
pravdépodobné déle studovany a jejich vyznamnost dokazovana. K této ¢asti mam dve
poznamKy; 1) neni uveden pocet opakovani experimentu pfi stanovovani genové exprese a 2)
¢islovani nékterych obrazkl nema spravnou chronologickou naslednost.

Vysledky autorka diskutuje na péti stranach, srovnava pozorované efekty s dostupnou
literaturou a navrhuje mozné vysvétleni v ptipadech, kdy vysledky nedopadli dle o¢ekavani.
Tato &ast prace je rovnéZ velice dobfe zpracovana a svéd¢i o dobrém zvladnuti problematiky
na teoretické trovni i v $ir§im kontextu jinych praci.

Otazky:

1. Uvéadite, Ze struktura mikrotubuli v neuroblastech po infekci kmenem Neudoerfl byla
neporusend. Zmény v mikrotubulich byly ovSem zaznamenany v neuroblastech v pfipade
pouziti virulentné&j$iho kmene Hypr. Diskutujete, Ze diivodem této odli$nosti miiZe byt rozdil
ve virulenci mezi kmeny. Byly pozorovany i jiné rozdily mezi témito dvéma kmeny VKE pfi
infekci neuroblasti? Uved'te jaké.

2. Toxicita a u¢innost inhibitorti byly vyhodnocovany v neuroblastech na zdklade MTT testu a
morfologickych zmén po 24 h, titr viru byl stanovovan i po 72 hodinach. Pokles titru mohl byt
disledkem sniZené Zivotnosti bun€k, hlavné v pozdnéjsich intervalech. Zajimalo by mé, jestli
jste pozorovala néjaké rozdily (napi. v morfologii nebo Zivotnosti) mezi bufikami
infikovanymi virem v pfitomnosti inhibitorti a buiikami jenom opracovanymi inhibitorem.

3. Na str. 5 uvadite, Ze antivirova strategie cilena na hostitelské faktory pfedstavuje atraktivni
pristup k terapii za pouZiti Sirokospektralnych antivirotik. Existuje v sou¢asnosti n&jaka
terapie (jako sou€ést antivirové strategie) zaloZena na inhibici komponenti cytoskeletarnych
struktur?

4. Infekce neuroblastii VKE vedla k vakuolizaci pozorované v cytoplazmé 7 dni po infekei. O
jaky typ vakuol se mize jednat?

5. VaSe vysledky ukazaly, Ze spravna funkce cytosketelu je potfebna pro optimélni replikaci
VKE. Jak sama uvadite, neni mozné fict, které stadium replika¢niho cyklu viru je na
konkrétnich komponentech cytoskeletu zavislé. Takové tvrzeni vyZaduje dalsi experimentalni
préci. Jak byste navrhla experiment, ktery by prokazal zavislost vstupu viru do buriky na
né&jakém konkrétnim komponentu cytoskeletu?

Na zav€r mizu konstatovat, Ze predloZena magisterska prace je po formalni a obsahové
strance na poZadované Grovni a plné ji doporucuji k obhajobé.

V Ceskych Bud&jovicich dne 13. 5. 2019 Mgr. Jaroslava Lieskovska, Ph.D.
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Autorka: Be. Veronika Pranélova
Nazev prace: Interakce viru klist'ové encefalitidy s cytoskeletem hostitelskych bunék

Predkladana diplomova prace se zabyva studiem interakce viru klistové encefalitidy s vybranymi ¢astmi
cytoskeletu bunék. Prace ma celkem 56 stran a je Clenéna na kapitoly: Uvod, Cile prace, Materil a
metody, Vysledky Diskuze, Zavér, Seznam zkratek, Pouzita literatura a Pfiloha. V téchto oddilech
autorka pOplSU_]e a diskutuje ziskana data formou védeckého sdéleni. Uvod obsahuje adekvatni informace
a seznamuje ¢tenafe se studovanou problematikou. Autorka v ramci experimentalni prace vyuzila celou
fadu metod zahrnujicich kultivaéni techniky buné&nych linii, modelové experimenty s virem klistové
encefalitidy in vitro, méfeni koncentrace viru metodou plakové titrace, méfeni Zivotnosti bunek,
imunofluorescenéni znadeni, izolace RNA, méfeni exprese mRNA pomoci kvantitativni real time RT-
PCR. Béhem vyzkumu autorka dospéla k celé fadé novych zjisténi. Je mozné predpokladat, ze ziskana
data poslouzi jako podklad pro vytvoreni védecké publikace.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

Str. 5: Textové popisky v ramci upraveného obrazku 1.2 (replikace, transport) by mohly byt umistény tak,
aby se nepiekryvaly s grafickymi prvky.

Str. 6: Terminy plus- / minus-konce by bylo vhodnéjsi nahradit terminologii: konce s kladnym /
zapornym nabojem.

Str. 6: Pfechodnik ... naznaéujic... je vhodnéjsi pouzivat v jiném literarnim Zanru nez je védecky text.

Str. 19: Pro nazev kapitoly 3.8.2. by bylo vhodngjsi pouzit termin Imunofluorescen¢ni znaceni namisto
.barveni*.

Str. 19: Autorka uvadi, ze pro sekundarni znaceni byly pouzity.... kozi protilatky proti krali¢imu
antigenu.... a ....kozi protilatky proti mySimu antigenu... Z imunologického hlediska, je sice tvrzeni

v podstaté spravné jelikoz primarni protilatka funguje pro sekundarni protilatku jako antigen, nicméné
standardné by mélo byt uvedeno, Ze byla pouzita kozi protilatka proti krali¢imu imunoglobulinu a kozi
protilatka proti my$imu imunoglobulinu.

Str. 20: Namisto terminu ,,sklizené burniky* mohlo byt pouzito napf. odebrané buiiky.
Str. 23: Tab. VII ma chybny nazev nejde o ,,Piehled pouzitych referen¢nich genii a jejich sekvence*, ale
o sekvence oligonukleotidi slouzicich k jejich detekci, jak je spravné uvedeno u dvou predchozich

tabulek.

Str. 24: V nazvu kapitoly 4.1. ..Dynamika viru VKE in vitro™ chybi slovo replikace, tak jak je uvedeno
v analogické kapitole v metodach 3.4.

Str. 27: V popisku fotografii bunék ovlivnénych inhibitory mohlo byt pouzito namisto terminu , Kondice
bunék* napf. ,,Morfologie bunék*™.
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Str. 35: Namisto terminu ,,Nasobné zvySeni exprese...” v nazvech obrazki mohl byt pouzit termin
~Zména exprese..."”

Str. 39: Misto terminu .,virova produkce™ mohlo byt pouzito ,,produkce viru™.

Str. 13: Autorka uvdadi, Ze linie IRE 19 byla ziskdna z embryondlnich bunék klistéte. Je znamo o jakou
tkdariovou prislusnost bunék se jedna? Jde také o nervové buiiky jako v pripadé lidskych SK-N-SH?

Str. 13: Na rozdil od SK-N-SH a IRE 19 neni uvedeno, jak byly derivovdny buriky PS. Chybi také
informace o zdrojovém Zivocisném druhu a tkariové specifite.

Str. 13: Proc byl v experimentech pouZit kmen VKE Neudoerfl a ne Cesky prototypovy kmen Hypr?

V diskusi na str. 44 autorka uvddi, Ze u UKF-NB-4 bylo zaznamendno rozruSeni a Cdstecnd degradace
mikrotubuldrni sité jiz 48 hodin p.i. coZ vysvétiuje vys$i neurovirulenci neZ jakou md jimi pouZity kmen
Neudoerfl. Byly u vybranych experimenti pouZity oba zminéné kmeny pro podporu této hypotézy?

Str. 14: Autorka uvadi: Titr viru je vyjadren v tzv. plakotvornych jednotkdach (PFU, z angl. ,plaque-
forming units“; pocet virovych Castic na buriku). Co mysli vztaZenim ,,poctu virovych Castic na
buitku“? Obvykle se PFU vztahuji k jednotce objemu.

Str. 23: Z jakého divodu byly zvoleny odlisné statistické testy pro vysledky tykajici se exprese genii u
linie SK-N-SH (Siddikiv test) a IRE 19 (Studentiv t-test) i pFesto, ie experimentdlni pFistup byl
obdobny?

Str. 25, Obr 4.2 a 4.3: Jak si autorka vysvétluje, Ze pFi pouZiti nizkych koncentraci vétsiny testovanych
inhibitori doslo k mirnému zvySeni viability bunék oproti kontrolni urovni (pFerusovand cdara)?

Autorka se pfi vlastni experimentalni praci seznamila s celou fadou laboratornich metod. Sepsanim
diplomové prace prokazala schopnost samostatné prace s védeckou literaturou. Ziskana originalni data

navic mohou poslouzit jako podklad pro vytvoreni védecké publikace.

Praci doporucuji k obhajobé.

V Brn¢ 10. 5.2019 RNDr. Jifi Salat, Ph.D.



