POSUDEK VEDOUCI DIPLOMOVE PRACE NA RICHARDA HONNERA

Richard Honner zacal pracovat na diplomové praci nazvané ,Rekombinantni virus vakcinie
exprimujici EGFP a jeho vyuZiti pro vyzkum interakci s hostitelskou burkou* na jafe 2005. Jeho prace
navazuje na pfedchozi projekty feSené v laboratofi $kolitelky zabyvajici se studiem indukce apoptozy
a zmeén metabolizmu v bufikdch infikovanych virem vakcinie. Vzhledem k tomu, Ze v laboratofi
vyuzivame prutokovou cytometrii a fluorescenéni mikroskopii ve spojeni s rlznymi fluorescenénimi
indikatory téchto deju, rozhodli jsme se vytvofit rekombinantni viry vakcinie exprimujici zeleny ¢i
Cerveny fluorescenéni protein, aby byla moZna jednoznaéna identifikace infikovanych bunék a
analyza uvedenych dé&ju pouze v infikované populaci. Podil Richarda Honnera spoCival v pfipravé a
selekci viru vakcinie exprimujiciho EGFP, jeho zakladni charakterizaci a ve stanoveni nékterych
parametrd mitochondrialni funkce.

K tomuto cili tedy Richard Honner vytvofil inzeréni vektor pro homologni rekombinaci EGFP
do genu pro thymidin kindzu viru vakcinie, transfekoval jej do infikovanych bunék a vyselektoval
nékolik raznych izolatd rekombinantniho viru vakcinie, jejichz Gistotu ovéfil Southern blotem.
Nasledné jeden vybrany izolat vyuzil ke stanoveni zmé&n mitochondrialni masy a k charakterizaci
mitochondrialniho membranového potencidlu infikovanych bunék pomoci pratokové cytometrie.
Zvladl proto Siroké spektrum technik a metod — klonovani a purifikaci inzeréniho vektoru, praci
s normalnimi i infek&nimi tkanovymi kulturami, transfekci, Southern blot analyzu, zaklady pratokové
cytometrie a fluorescencni mikroskopie.

Ve sve praci se Richard Honner zaméfil na stanoveni zmén mitochondrialni masy a funkce
v prubéhu infekce virem vakcinie ve dvou epithelialnich bunéénych liniich. Diivodem tohoto zaméfeni
experimentu byly jednak predchozi vysledky z na$ilaboratofe naznatujici souvislost glykolyzy a
antiapoptotické funkce protoonkogenu Bcl-2 pfi infekci virem vakcinie (Kalbaova et al., 2002;
Vrbacky et al., 2003), jednak recentni publikace naznadujici, Ze by ochrana burky pfed buné&énou
smrti nezavislou na kaspazach (CICD) mohla byt zavisla na zvysené autofagii spojené s doCasnym
poklesem mitochondrialni masy, na indukci GAPDH a zvy$ené glykolyze (Colell et al., 2007).
Z vysledku uvedenych v diplomové praci vyplyva, Ze v bufikach infikovanych virem vakcinie dochazi
ke zvyseni fluorescence fluorochromu MTR580, ktery charakterizuje mitochondralni masu. Vzhledem
k Casovym moznostem nebylo do diplomové prace zahrnuto vice &asovych intervalll ani ovéfeni
ziskanych vysledkl pomoci jiného rekombinantniho viru v kombinaci s jinym fluorochromem &i
pomoci jinych nezavislych pfistupt. Ziskané vysledky tedy budeme v laboratofi dale ovérovat a
doplnovat. V posledni ¢asti diplomové prace se Richard Honner pokusil stanovit typ energetického
metabolismu bunék pied infekci a v pribéhu infekce. Vzhledem k tomu, Ze pfi vysledné analyze bylo
i v kontrolach velmi malé procento Zivych bunék, tji. bunék s vy$§im potencidlem, nelze z té&chto
vysledkl vyvozovat kone¢né zavéry. Nicméné tyto vysledky naznaduji tendence, které budeme déle
analyzovat.

V experimentalni fazi se Richard Honner jevil jako manuainé zruény a schopny solidni prace.
Pri zpracovani a analyze vysledkd i pfi sepisovani diplomové prace postupoval samostatné a
nezavisle. Je inteligentni, ovidda dobfe praci s pocitaem a v pFipadé nutnosti dokaze pracovat
usilovné a rychle.

Zaverem bych rada zduraznila, ze Richard Honner béhem své diplomové prace vytvofil velmi
cenny nastroj pro studium metabolizmu a apoptézy infikovanych bunék, ktery bude v laboratofi dal
vyuzivan vtandemu s rekombinantnim virem vakcinie exprimujicim DsRed. Navic pfipravené
rekombinanty umozni revidovat a snad i vyvratit klasické virologické dogma, a sice inhibici
superinfekce a ,virus exclusion phenomenon®. Pfipraveny rekombinantni virus tak pomize pfi studiu
interakci viru vakcinie s hostitelskou burikou a organismem a najde hojné uplatnéni v nejriznéjsich
pracich a publikacich o viru vakcinie v budoucnu.

Diplomovou praci doporuéu;ji k pfijeti a k priznivému posouzeni.
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