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Posudek na disertacni praci MUDr. Martiny Mindlové.

Dr. Martina Mindlova vypracovala disertacni praci s nazvem ,,BK-polyomavirova infekce u
pacientll po kombinované transplantaci ledviny a pankreatu” na 1. |ékafské fakult& Univerzity
Karlovy ve studijnim oboru Biologie a patologie buriky pod vedenim Profesora MUDr. Frantiska
Saudka DrSc.

Infekce BK virem je, podobné jako infekce ostatnimi savfimi polyomaviry, casto
bezpfiznakové u imunokompetentnich hostiteld. U jedincl s narusenym imunitnim systémem (napf.
HIV pozitivnich pacient) nebo u pacientl prochazajicich imunosupresivni terapii viak mohou
aktivované polyomaviry plsobit fatalni problémy. V poslednich letech bylo objevena, kromé dvou
dfive zndmych BK a IC virl, nékolik dalSich lidskych polyomavir(. V pofadi jiz devaty lidsky
polyomavirus, PyV 9, byl popsan v leto3nim roce.

Pro transplantace ledvin je BKV infekce velkym rizikem a &astou pficinou selhani funkce
Stépu. Téma dizertacni prace je tedy velmi aktudlni. Klinické studie a vyvoj diagnostickych metod
spolu s vyzkumem vzdjemného plsobeni viru a imunitniho systému a data vyzkumu virové infekce
na molekuldrni Grovni jsou prislibem pfimého prospéchu pro recipienty renalnich allograftl a dalsi
pacienty jimZ aktivni polyomavirova infekce ohrozuje zivot.

V dizertaéni praci se autorka zabyva zavedenim metody pro diagnostiku lidského
polyomaviru BK (BKV), dale studuje frekvenci vyskytu BKY a s nim spojenych onemocnéni u pacientl
s diabetes po kombinované transplantaci ledviny a pankreatu, testuje rizikové faktory replikace BKV
u téchto pacientd a také se zabyva moZnosti retransplantace ledviny po selhani $tépu v disledku
BKV nefropatie. Prace je zaloZena na dvou plvodnich pracech publikovanych v Transplant
International 2008 ( IF=3.115) a v Clinical Transplantation (IF 2,0; prace byla pfijata do tisku vr.
2011). V obou téchto pracech je Dr. Mindlova prvni autorkou. Kromé téchto publikaci ma adeptka
jesté tii publikace v Easopisech vydavanych v Ceské republice (Folia Biol, Prakt. Lék. a Cas Lék Ces.) a
fadu prezentaci ( pfednasek a posterd ) na kongresech a sympoziich.

Po formalni strance je prace ¢lendna na kapitolu Uvod, ktery je vlastné literdrnim
prehledem (36 stran), nasleduje vymezeni cill prace (1 strana). Vlastni experimentdlni €innost je
rozdélena do 3 kapitol - 3 studii. KaZda z téchto studii ma dale vlastni ¢lenéni na ,Uvod a
hypotézu”, ,metodiku”, ,vysledky”, ,diskusi a ,shrnuti“. Po téchto kapitolach nasleduje celkové
shrnuti  a seznam citované literatury (celkem 160 citaci). Autorka dale v praci uvadi vlastni
publikaéni aktivitu a jako pfilohu 5 svych publikaci. Celkem ma prace 153 stran vcetné pfiloh.

Vlastni hodnoceni:

Ke kapitole Literarni prehled:




Tato Cast uvadi Ctenafe do studované problematiky. V prvnich kapitolach se zabyva
taxonomii, epidemiologii, patogennimi ucinky, strukturou a biologii lidskeho BK viru. V dalSich
kapitolach jsou pak uvedeny informace o tom jaky typ imunitnich odpovédi BKV vyvolava. Pod
kapitolou ,BKNV (BK virova intersticialni nefritis) po transplantaci ledviny” jsou, vedle odstavce o
rizikovych faktorech BKNV, pomérné podrobné, véetné metodickych detaill, popsény diagnostické
metody BKNV a také terapie BKVN.

K literarnimu tvodu mam nasledujici pfipominky a komentéare:

V textu se objevuje Fada nepfesnosti nebo zastaralych informaci, napf.:

-V kapitole Taxonomie polyomavir(, str. 9, pouZiva autorka staré ¢lenéni polyomavird spolu
s papilomaviry do Celedi Papovaviridae. V roce 2000 Eeled’ Papovaviridae zanikla a polyomaviry a
papillomaviry tvori samostatné éeledi Polyomaviridae a Papillomaviridae.

-V kapitole Struktura BK viru, str. 10: Kapsida Bk viru nema kubickou, ale ikosahedralni symetrii a
prdmér virionu neni 45 mikrometr(, ale nanometra.

- Na str. 12 autorka spravné piSe, Ze kapsida ( jeji povrch) je tvofena 360 molekulami proteinu
VP1 a celkem 72 molekul obou minoritnich protein( je ukryto uvnitr kapsidy, ale obr. 1 ukazujici
uspofadani strukturnich proteinQ v kapsidé polyomavir tomuto tvrzeni neodpovida a svym
uspofadanim strukturnich protein odpovida patrné nékterému z picornavird.

- - V kapitole , Vnitrobunécny transport polyomavir(d” - jen pro informaci autorky, virus SV40
0 jehoi transportu do caveosomu a nezavislosti na endosomalnim kyselém pH byla napsana
velka rada praci v nejprestiznéjsich casopisech ( nékteré z nich autorka cituje) , se nevymyka
zplGsobem transportu ostatnim polyomavrim — autofi letos cely koncept caveosomu odvolali
(Engel S, Heger T, Mancini R, Herzog F, Kartenbeck J, Hayer A, Helenius A. : Role of endosomes in
simian virus 40 entry and infection. J Virol. 2011 May;85(9): 4198-211)

- V kapitole ,Latence a interakce polyomavirové DNA s jadernymi doménami” str. 20, autorka
uvadi, Ze geneticky mnaterial viru je pfi episomalni latenci nachylny k degradaci ribozymy
vice neZ pfit.zv. provirové latenci, kdy virus je integrovan do chromosomu hostitelské buriky.
Nevim presné jaké ribozymy autorka mysli. Genomem je DNA a pfirozené se vyskytujici
ribozymy Stépici DNA se normalné v burice nevyskytuji.

-V kapitole replikace polyomavirové DNA, str. 22 piSe autorka o J-doméné velkého T antigenu
polyomavir(l. Tato chaperonovd doména se vyskytuje u LT antigenu polyomavir na jeho N-
konci a ne, jak autorka pise , Ze ) doména je bohata na N-konce.

- Moina az pfilis podrobné je popséna kapitola kvantitavni PCR , str. 25 — 32. Pokud v3ak jiz
jsou uvadény detaily této reakce, tak by mély byt poddany tak, aby se podle nich reakce dala
provést. Na str. 26 jsou uvadény detaily extrakce DNA ze vzorku ( po pfidani 1 ml Tri
Reagent a centrifugaci.... ) avSak chybi kvantitativni idaj o mnoZstvi vzorku.

Udaj o mnoZstvi bunék ze kterych byla DNA izolovéna pfichazi v textu pozdé&ji, na str.27 ,, DNA
izolované z 20 -50mg tkané nebo 107 bunék” (predpokladdm, e je to preklep a mélo by
byt z 107 bunék.

- Na téZe strané — zkratka pro detergent SDS je vysvétlena v zavorce jako ,, sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis”

-V kapitole ,Antivirotika a latky s antipolyomavirovou aktivitou”, str. 36, Aktivnim
metabolitem Cidoviru je trifosfat nikoliv cidovir difosfat.




Ke kapitole Cile dizertacni prace:
Cile préce jsou formulovany srozumitelné a jasné ve tfech bodech. Autorka navic vymezuje
pod uvedenymi cili své pracovni aktivity a pracovni podily.

K experimentalni casti:

K experimentalnf praci autorky nemam vaingjsi pfipominky. Naopak, zavedeni spolehlivé
diagnostiky BKV a klinické studie dokumentujici stav replikace BKV u pacientl s transplantacemi
ledvin a kombinovanymi transplantacemi povaZuji za velmi dileZité a pfinosné pro vhodny vybér
|é¢ebnych postupd.

Zajimalo by mne, zdali a jak se li§ily primery pouZité ve Svycarské a praiské laboratofi pro
diagnostiku BKV PCR metodou.

Z formalniho hlediska — doporucuji v textech psanych Ceskym jazykem neskloriovat latinské nazvy
(napf. ,diabetu mellitu” apod.) a také nepouZivat anglickd slova tam, kde je velmi snadné pouzit
cesky ekvivalent (napf. “ Inicidlné negativni pacienti” a pod.).

Otazky do diskuse:

1. Methylace DNA hraje vyznamnou roli v umlcovani exprese gen( véetné napf. exprese
retrovirovych genom( i od nich odvozenych plasmidl. Je néco zndmo o tom, zdali se
methylace uplatfiuje v mechanismu uml€¢ovani exprese BK virovych genoma?

2. UvaZuje se o pripravé vakciny proti BKV? Méla by pre- vakcinace potencidlnich pfijemci
transplantatl smysl|?

3. Jeden z moZnych pfistupl ke sniZeni virulence vird je aplikace malych interferujicich RNA
navrzenych pro degradaci virovych RNA. Existuje vyzkum této moZnosti pro BKV ?

Zavérem:

Predloiena prace MUDr. Martiny Mindlové spliiuje, pres uvedené pfipominky, vSechny podminky,
aby mohla byt piijata jako prace disertacni.

Soucasti disertacni prace jsou dvé klinické studie publikované v zahranicnich impaktovanych
¢asopisech ( vobou je Dr. Mindlova prvni autorkou) a tfi dalsi publikace v &asopisech vydanych
v Ceské republice. Autorka v nich prokdzala schopnost kvalitni experimentdini prace a spravné
interpretace vysledku.

Doporuéuji, aby disertacni prace byla pfijata jako podklad pro dalsi fizeni k udéleni doktorského titulu.

V Praze 24. 7. 2011 Doc. RNDr. Jitka Forstova CSc
Univerzita Karlova v Praze,

Prirodovédecka fakulta
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