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Kolega Alois Zdrha mé poprvé kontaktoval v bfeznu roku 2020 se zajmem studovat
povrchoveé virulenéni faktory u lidského parazita Trichomonas vaginalis, v navaznosti
na bakalarskeé téma tykajici se strukturni analyzy povrchovych virulentnich

faktort Borrelia spp. Hned po prvnim setkani mé zaujal svym zapalem pro biologii a
nadSenim a proto jsem ho rad pfijal do laboratore, kde se jiz o prazdninach zapojil
do naseho tymu a zacal pracovat na zadaném tématu. Pro vyzkum vlivu
Trichomonasviru (TVV) na sloZeni exosomU jsme v prvnim kroku potfebovali odvodit
izogenni linie (klony) T. vaginalis s virem a bez viru, coz se nam podafilo pomoci
inhibitoru RdRp, 2’-C-metyl cytidinu (2CMC). Nebylo vSak zfejmé, proC je 2CMC
ucinny na TVV a nikoliv na pfibuzny virus leishmanii (LRV1). Vzhledem k zajmu
Lojzy o modelovani a obecné bioinfomatiku, jeho prvnim ukolem bylo pokusit se
namodelovat vazebné misto RdRp a mozZnou interakci s inhibitorem. Pod vedenim
Dr. M. Novotného (timto Marianovi dékuji), vygeneroval Lojza model, ktery ukazuje,
témér identicky vazebny motiv mezi TVV a LRV1 RdRp. Tento vysledek ukazal, Ze
2CMC se vaze podobné jako u LRV1 ve fosforylované formé, avSak nevysvétlil
rozdil v citlivosti. Jak Lojza spravné diskutuje v praci, jednim z moznych vysvétleni je
pravée rozdil ve fosforylacnim kroku, ktery pfedchazi vazbu na RdRp. Lojziv model
byl publikovan v prvni praci Narayanasamy et al, 2021, Journal of Microbiology,
Immunology and Infection.

Poté jsme mohli pfistoupit k izolaci exosomu z obou linii a srovnavani jejich
obsahu, jak co se tyCe proteinu, tak RNA. Vaha Lojzovy prace byla predevsim
v bioinformatickém zpracovani velkého mnozstvi dat z hmotnostniho spektrometru a
RNA sekvenovani. V této oblasti byl jeho pfispévek zcela zasadni a velmi jsem
ocenil jeho schopnosti v programovani pomoci Rstudia, pfipravu skriptd pro
automatické vyhodnocovani a porovnavani proteomud a dat z RNAseq. Rychle se
zorientoval a naucil se pouzivat servery pro detailni anotaci identifikovanych genu,
mapovani fragmentl a statistické vyhodnoceni signifikantnich rozdild mezi liniemi. O
TVV bylo dosud znamo, Ze se S§ifi v populaci trichomonad vyhradné pfi déleni bunék
a nedochazi k jeho uvolfovani do prostiedi lyzi bunék. Proto jedno
z nejzajimaveéjsich zjisténi Lojzy byla pfitomnost virovych proteind (RdRp,
kapsidového proteinu) v exosomech infikované linie, coz naznacovalo pfitomnost
viru v exosomech, coz posléze potvrdil Petr Rada pomoci elektronové mikroskopie.
Tento vysledek je zcela zasadni, protoze TVV je velmi ¢asny endosymbiont
trichomonad a bylo ukazano, Ze izolovany virus, pfipadné dsRNA stimuluje



prozanétlivou reakci epitelialnich bunécnych linii. Jeho uvoliovani prostfednictvim
exosomu tak muze pfispivat k tomuto procesu. Pfedchozi publikovana prace vSak
naznacovala, Ze exosomy uvolnéné z kmenu T. vaginalis infikovanych TVV pusobi
opacné tj. imunosupresivné. Lojza proto pfistoupil k studiu interakce mezi exosomy
z nasich TVV pozitivni a negativni linie a bunééné linie HaCaT. Jak jsme
predpokladali, exosomy z TVV pozitivni linie stimulovali produkci prozanétlivych
cytokinl. Vysledky studia exosomU TVV plus a minus linii byly letos publikované

v Casopisu Frontiers in Microbiology, na kterém mél Lojza zasadni podil, co se tyCe
bioinformatickych analyz a experimentalniho studia interakci exosom-HaCaT.

Vlastni sepisovani diplomové prace probihalo velmi dobfe, ocenil jsem, ze
Lojza psal v angli¢tiné na velmi slusné urovni, text je Ctivy a Lojza byl pfiméfené
kriticky ke svym vysledkam. Uvodni ast by po dal$ich dpravach mohla slouzit jako
dobry podklad pro review o virulenci T. vaginalis. Vysledky obsahuji kromé
publikovanych udajl, zajimavou &ast, ktera stoji za dalSi pokraCovani, kdy se Lojza
snazil najit homologni cil v lidskych burikach pro regulaéni tRNA fragmenty nalezené
v exosomech T. vaginalis.

Formalné jsem si vSiml jen drobnych nedostatk( a minimum preklepu. Pro
Ctenare je pfijemné, Ze Lojza vlozil aktivni odkazy na citované publikace a
jednoduchym kliknutim Ize zjistit, co se skryva pod Cislem publikace. Pouze jsme si
nerozumeli v umisténi odkazu, ktery referuje k udaji ve vété, a tedy patfi pred teCku
ukoncuijici vétu, nikoliv za teCku.

Celkové hodnotim praci Lojzy velmi vysoko, Lojza je spolehlivy a nadany
student a jsem rad, ze bude pokracovat PhD studiem.

Prof. Jan Tachezy, Ph.D.

V Revnicich 12. 8. 2022



