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Pfedkladana diplomova préce byla vypracovana pod vedenim RNDr. Daniela RiZka, Ph.D. na
Katedie medicinské biologie Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budg&jovicich.

Cil byl definovan ve tfech bodech:
- infikovat mysi rekombinantni kmeny série CcS/Dem virem klistové encefalitidy (VKE) a
zaznamenat rozdily u jednotlivych kment v parametrech charakteristickych pro prib&h nemoci
- stanoveni zmén exprese imunologicky vyznamnych genti v mozkové tkani u vybranych kmenu
mysi v souboru CcS/Dem po infekci VKE a srovnani dvou riznych zptsobu inokulace viru
- charakterizace produkce neutraliza¢nich protildtek a stanoveni titru v krvi po infekci VKE

V vodu jsou na 12 stranach piehledné zpracovany informace o VKE - biologickd
charakteristika, klinické projevy a patogeneze infekce VKE. Zvlasté pak je kladen diraz na imunitni
odpovéd hostitele a jeji vliv na rozvoj imunopatologii v CNS.

Nechybi informace o modelovém organizmu vhodném pro studium komplexnich chorob —
rekombinantnich kongennich kmenech.

Metodiky jsou zpracovany na 7 stranach. Kromé prace s laboratornimi zvifaty a buné¢nymi
kulturami musel autor zvladnout i pokro¢ilé metody molekularni biologie (RT PCR , analyza genové
exprese). DileZitou soucasti této prace bylo i statistické zpracovani vysledka.

Vysledky experimentt jsou peclivé zpracovany na 28 stranach + 2 stranach pfiloh. Nemalou
¢ast tvoii piehledné grafy (25 grafir) a tabulky (2 tab.).

V diskuzi (6 stran) porovnava autor ziskané vysledky s publikovanymi pracemi jak ohledné
klinického prib&hu klistové encefalitidy, tak zmé&n exprese $kaly vyznamnych molekul zahrnutych
v aktivaci imunitniho systému. Jsou rozebirdny otazky souvisejici se zvySenou permeabilitou
hematoencefalické bariéry. Autor srovnava vyvoj imunopatologickych reakci v mozkové tkéni a
tvorbu virus- neutraliza¢nich protilatek v séru v zavislosti na zptsobu inokulace VKE.

Citovana literatura obsahuje 88 citaci plivodnich praci i literarnich reSer§i. Celad prace je
pe€livé zpracovand, s kvalitni grafickou Gipravou a obsahlym seznamem zkratek.



K praci médm nékolik pfipominek a otazek:

Pfipominky:

- U experimenti neni uvadén ve&k a pohlavi my$i — oba faktory by mohly experiment ovlivnit.
- Neni vysvétleno, jak byla u grafi vypocitana odchylka.

- Chybi seznam chemikalii.

- Radgji bych uzivala vyrazu chemokiny a cytokiny nez chemokiny a cytokiny.

- Obcas se vyskytuji pteklepy (str. 7, 10, 11, 14, 52).

Otazky:

- Do jakych organt virus v t€le proniké a které buriky jsou v organech napadany?

- NemiiZe inhala¢ni anestetikum pfi vaZeni (obden) ovliviiovat mozkové funkce, a tim i pribéh
experimentu? Jaké anestetikum bylo pouzivano?

- Jaké procento (pocet) my$i vykazovalo u kmene CcS-11 a CcS-15 vden 16 prudky pokles
teploty?

- Podle jakych kritérii byl proveden vybér cytokini a chemokini pro expresni analyzu?

Autor prokazal schopnost samostatné se orientovat v dané problematice a sp&$né zvladnout
naro¢né laboratorni techniky.Vys$e uvedené pfipominky nesnizuji piinos a uroveni této prace, a
proto ji navrhuji pfijmout jako praci diplomovou a klasifikovat ji zndmkou vyborné&.
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V Praze 16. 1. 2012 RNDr. Jarmila Vojtiskova, CSc.
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Autor predklddané diplomové préce si zvolil aktudlni téma patogeneze klistové encefalitidy
resp. vlivu genetického pozadi hostitele na jeji projev. Pro zjisténi vlivu genetického pozadi na projev
kiistové encefalitidy byly zvoleny rekombinantni mysi kongennich kmen( CcS/Dem.

Prace ma klasické clenéni védecké prace a jednotlivé kapitoly jsou obsahové a rozsahem
vyvaZené. V tivodu préace je popséna struktura viru, klinické projevy klistové encefalitidy u clovéka a
patogeneze infekce viru kli$tové encefalitidy. Druha polovina Gvodu popisuje tlohu vybranych gend
pri infekci. V posledné jmenované &asti jsou uvedeny informace, které by bylo vhodnéjsi uvést v
diskusi. Na druhou stranu mi v této ¢asti chybi alesponi struénd charakteristika vybranych gen, resp.
popis jejich funkce v organismu. V dvodu také neni definovadno, co si autor pfedstavuje pod pojmem
»genetické pozadi”. Celkové ale ivod plisobi komplexnim dojmem, ve kterém jsou uvedeny vedkeré
informace potfebné pro dalsi text a vysledky.

Cile prace byly jasné stanoveny a pro dosaZeni vysledkd byly zvoleny vhodné postupy. Cilem
prace bylo zejména infikovat soubor mysi riznych kmen( z fady CcS/Dem virem klistové encefalitidy
a zaznamenat miru letality, stfedni dobu pfeZiti, zmény télesné teploty atd. Dale pomoci RT-qPCR
stanovit zmény exprese vybranych imunologicky vyznamnych genl v mozkové tkani. Oba vyse
uvedené cile byly studovény jak pro intracerebraini, tak pro subkutanni inokulaci virem. Poslednim
vytyéenym cilem bylo charakterizovat produkci neutralizaénich protilatek u vybranych kmend mysi
z fady CcS/Dem.

V kapitole Material a metody jsou na necelych osmi stranach stru¢né popsany pokusné
podminky, bunécné linie atd. Ke $kodé prace jsou, dle mého ndzoru, nékteré postupy a metody
popsany aZ moc struc¢né. V praci neni napfiklad viibec uvedeno, zda byla izolovana RNA podrobena
kontrole kvality a zda byla méfena jeji koncentrace. V prici je také uvedeno nemnoho informaci
ohledné PCR resp. popisu, optimalizaci metody apod.

Kapitola Vysledky pfehledné a precizné shrnuje jak textem, tak pomoci graft a tabulek
zjisténé hodnoty a dosaZené vysledky. V textu je také dostateéné vysvétleno, proc¢ byly pouZity pouze
tii vybrané kmeny a to BALB/c, CcS-11 a STS. Vysledky jsou podpofeny i statistickymi informacemi.
Pro publikaci, ktera bude jisté vysledkem prace, bych navrhoval statisticky porovnat i zménu exprese
mezi jednotlivymi dny. Pro magisterskou praci jsou uvedené vysledky dostacujici a jejich prezentace
je maximalné pfehledna. V zavéru diskuse jsou uvedeny navrhy a plany pro dalsi vyzkum.

V kapitole Diskuse jsou vysledky dostate¢né diskutovany na Sesti stranach s aktualné
dostupnymi zdroji. V kapitole jsou také obvykle uvedeny kratké uvody doprovazené citaci pro



V Zavéru prace jsou uvedeny tfi body, které koresponduji s cili prace a prehledné tak shrnuji
dosazené vysledky.

PFipominky k textu:

- str. 1: vyraz ORF neni dostatecné vysvétlen (v Seznamu zkratek ale vyraz uvedeny je)

- str. 3: vyraz UTR je ve vété uveden v zavorce za ORF

- str. 5, 14: chybi &arka v citaci mezi jménem a rokem publikovani

- str. 5, 6, 16, 17 atd.: jsou chybné uvedeny % a °C {neni totéz 10% a 10 %, stejné tak se
v CR uvadi mezera mezi hodnotou a °C)

- na str. 14: je chybné uvedeno Cislo genomové sekvence pro VKE — spravné GeneBank
Cislo je U27495 (v textu chybné uvedeno: U17495)

- str. 15: zkratka PFU je popsédna az u druhé zminky ...

- nastr. 19 je uvedena citace pro metodu 2% (Babu et Nutman, 2003), ale prvné metodu
publikovali: Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta C(T)) Method. Methods, 2001, 25, 4, p. 402-
408.

Dale mam k autorovi nasledujici dotazy:

- Mohl byste charakterizovat vyraz , genetické pozadi“?

- Mohl byste popsat, jak bylo provddéno méfenf kvality, ¢istoty atd. RNA?

- Mohl byste vysvétlit vyraz housekeeping gen, resp. udrZovaci gen a pro¢ jste si zvolil pro

studii pravé ACTB gen?

Zavér

Celkové mohu konstatovat, Ze pfedloZena prace Bc. Martina Paluse splfiuje vSechna kritéria
vyZzadovand pro magisterské prace. Autor zpracoval aktudlni téma a prokazal potiebné teoretické
znalosti a praktické dovednosti nezbytné pro experimentalni FeSeni vytéenych cilli. Na zakladé téchto

skuteénosti doporucuji predloZenou praci k obhajobé a soucasné doporucuji, aby Bc. Martinu
Palusovi byl po Gspésné obhajobé udélen titul Mgr.

V Kamenné dne 18. 1. 2012

Karel Bilek
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