
PosUDEK VEDoUcí D|PLoMoVÉ pnÁcr NA R|cHARDA HoNNERA

Richard Honner zača| pracovat na dip|omové práci nazvané ,,Rekombinantní virus vakcinie
exprimující EGFP a jeho vyuŽití pro výzkum interakcí s hostite|skou buňkou.. na jaře 2oo5. Jeho práce
navazuje na předchozí projekty řeŠené v |aboratoři ško|ite|ky zabývající se studiem indukce apoptÓzy
a změn metabo|izmu v buňkách infikovaných virem vakcinie. Vzh|edem k tomu' Že v |aboratoři
vyuŽíváme průtokovou cytometrii a fluorescenční mikroskopii ve spojení s různými f|uorescenčními
indikátory těchto dějů, rozhodli jsme se vytvořit rekombinantní viry vakcinie exprimující ze|ený či
červený f|uorescenční protein, aby by|a moŽná jednoznačná identifikace infikovaných buněk a
ana|ýza uvedených dějů pouze v infikované popu|aci. Podí| Richarda Honnera spočíval v přípravě a
se|ekci viru vakcinie exprimujícího EGFP, jeho zák|adní charakterizaci a ve stanovení někteých
parametrů mitochondriá|n í funkce.

K tomuto cí|i tedy Richard Honner vytvořil inzerční vektor pro homo|ogní rekombinaci EGFP
do genu pro thymidin kinázu viru vakcinie, transfekova| jej do infikovaných buněk a vyse|ektova|
někoIik různých izo|átů rekombinantního viru vakcinie, jejichŽ čistotu ověřiI Southein b|otem.
Následně jeden vybraný izo|át využi| ke stanovení změn mitochondriá|ní masy a k charakterizaci
mitochondriá|ního membránového potenciá|u infikovaných buněk pomocí průtokové cytometrie.
Zv|ád| proto široké spektrum technik a metod - k|onování a purifikaci inzerčního vektoru, práci
s normá|ními iinfekčními tkáňovými ku|turami, transfekci, Southern b|ot ana|ýzu, zák|ady průtokové
cytometrie a f|uorescenčn í m ikroskopie.

Ve své práci se Richard Honner zaměři| na stanovení změn mitochondriá|ní masy a funkce
v průběhu infekce virem vakcinie ve dvou epithe|iálních buněčných |iniích' Důvodem tohoto zaměření
experimentů by|y jednak předchozí výs|edky z naší|aboratoře naznačující souvis|ost glyko|ýzy a
antiapoptotické funkce protoonkogenu Bc|-2 při infekci virem vakcinie (Ka|báčová et a|., 2OO2;
Vrbacký et al., 2003), jednak recentní pub|ikace naznačující, Že by ochrana buňky před buněčnou
smrtí nezávis|ou na kaspázách (C|CD) moh|a být závislá na zvýšené autofagii spojené s dočasným
pok|esem mitochondriá|ní masy, na indukci GAPDH a zvýšené g|yko|ýze (Co|e|| et a|., 2o(i7),
Z výs|edků uvedených v dip|omové práci vyp|ývá, Že v buňkách infikovaných virem vakcinie dochází
ke zvýšeníf|uorescence f|uorochromu MTR580, kteý charakterizuje mitochondrální masu. Vzh|edem
k časovým moŽnostem neby|o do dip|omové práce zahrnuto více časových interva|ů ani ověření
získaných výsledků pomocíjiného rekombinantního viru vkombinaci s jiným fluorochromem či
pomocí jiných nezávis|ých přístupů. Získané výs|edky tedy budeme V |aboiatoři dá|e ověřovat a
doplňovat. V pos|ední části dip|omové práce se Richard Honner pokusi| stanovit typ energetického
metabo|ismu buněk před infekcí a v průběhu infekce. Vzh|edem k tomu, Že při výs|edné ana|ýze bylo
i v kontro|ách ve|mi ma|é procento Živých buněk, tj. buněk s vyšším potenciá|em, ne|ze z těchto
výs|edků vyvozovat konečné závěry. Nicméně tyto výs|edky naznačují tendence, které budeme dále
analyzovat.

V experimentá|ní fázi se Richard Honner jevi| jako manuá|ně zručný a schopný so|idní práce.
Při zpracování a ana|ýze výsledků i při sepisování dip|omové práce postupoval-samostatně a
nezávis|e. Je inte|igentní, ov|ádá dobře práci s počítačem a v případě nutnosti dokáŽe pracovat
usi|ovně a rych|e.

Závěrem bych ráda zdŮrazni|a, Že Richard Honner během své dip|omové práce vytvoři| ve|mi
cenný nástroj pro studium metabo|izmu a apoptózy infikovaných buněk, kteý bude v |aboratoři dát
vyuŽíván v tandemu s rekombinantním virem vakcinie exprimujícím DsRed. Navíc připravené
rekombinanty umoŽní revidovat a snad i vyvrát|t k|asické viro|ogické dogma, a sice inhibici
superinfekce a ,,virus exc|usion phenomenon... Připravený rekombinantnívirus tak pomůŽe při studiu
interakcí viru vakcinie s hostite|skou buňkou a organismem a najde hojné up|atnění v nejrůznějších
pracích a pub|ikacích o viru vakcinie v budoucnu.

Dip|omovou práci doporučuji k přijetía k příznivému posouzení.
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