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Cile prace

Cilem prace bylo pomoci chemickych modifikaci zménit vazbu viru podobnych ¢Eéstic
(VLPs) tvofenych hlavnim kapsidovym proteinem mysiho polyomaviru z ptirozeného
receptoru na molekulu membranové vazaného nadorového antigenu specifického pro
prostatu.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému?
Predkladana prace o rozsahu 70 stran ma pozadované ¢lenéni. Obsahuje vSechny naleZitosti
véetné Ceského i anglického abstraktu, klicovych slov a seznamu zkratek.

Literarni prehled:

Literarni piehled (19 stran) lze rozd¢lit do tii tematickych ¢asti. Prvni se zabyva proteinem
karboxypeptidazou glutamatu II a jeho vztahem k rakoviné prostaty. Druha ¢ast se zabyva
vyuzitim nanocastic jako cilenych nosicli a tieti Cast je vénovana polyomavirim jako
vhodnym kandidatim pro vyuziti v cilenych terapiich. Tato kapitola je psédna ptehledné,
literarni zdroje jsou relevantni a jsou spravné citovany.

Material a metody:

Kapitola Material a metody (10 stran) je zpracovana pichledné. Autorka pouzila celou skalu
metod, které zahrnuji praci s bakteriemi, izolaci fuzniho proteinu metodou afinitni
chromatografie, jeho naslednou purifikaci metodou gelové filtrace, chemické modifikace
VLPs a charakterizace specifity jejich vazby (metody SPR, fluorometrie, konfokalni
mikroskopie). V této kapitole pouze postradam blizsi charakterizaci pouzitych bunéénych
linii.

Experimentalni ¢ast:

Kapitola Vysledky (16 stran) je psana peclivé, jednotlivé experimenty jsou dobie
dokumentovany. I piesto mam k této kapitole vyhrady. Vzhledem k tomu, Ze prakticky cela
prace pojednava o hlavnim kapsidovém proteinu VP1 mysiho polyomaviru a jeho fuzni
varianté, je trochu zardzejici, Ze v celé praci neni ani jedind zminka o jeho molekulove
hmotnosti. Problém to pasobi hlavné v prvni ¢asti kapitoly, ktera cela pojednava o izolaci
fazniho proteinu VP1 z bakterii. Jednotlivé kroky izolace jsou velmi peclivé dokumentovany
obrazky proteinovych elektroforéz — bohuzel bez informace o molekulové hmotnosti
proteinu, nebo alespoi Sipky v obrazku, kterd by dany protein oznadila. Ctenafi potom
nezbyva nez autorce vefit, ze se ji izolace podafila, a to hlavné v okamziku, kdy se
Vv jednotlivych drahdch nachazi vétsi mnozstvi prouzka. Dale bych ocenila blizsi
charakterizaci ¢astic BC SUB - jaka substituce byla provedena a jaké chovani castic se da
oc¢ekavat vzhledem k provadénym experimentim.

Diskuze:

Kapitola Diskuse (3 strany) je nejvétsi slabinou této prace. Autorka spise shrnuje sva data,
nez by se je pokusila srovnat s literaturou. U nékterych experimentli autorka navrhuje mozna
feSeni vzniklych problémi (kap. 6.1, 6.2.3.), kdeZto u jinych se ¢tenat dozvi pouze informaci




o ptipadnych nedostatcich experimentd, ale jejich mozné feSeni neni viibec navrhnuto (kap.
6.3., 6.2.1). Ke kvalité této kapitoly nepfisp&ji ani Spatné odkazy na obrazky.

Zavéry (Souhrn) :
Kapitola Souhrn vystizné shrnuje ziskané vysledky.

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Formalni uroven prace je dobrd. Prace je psana anglicky, srozumitelné, pouze s malym
mnozstvim pieklepii. Necitim se kvalifikovdna hloubéji posuzovat jeji jazykovou troven,
nicméné jednu vytku mam — kyselina fosfowolframova neni v angli¢tiné phosfowolframic
acid.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Bohuzel, celd prace pisobi jako by byla psdana ve spéchu, coz je nékdy na vrub jeji
srozumitelnosti. Nicméné, autorka ziskala zajimava data, ktera by po dokonceni mohla vést
k praktickému vyuziti VLPs v diagnostice a 1é€bé nador prostaty. Autorka vytyCené cile
splnila, prace splituje pozadavky na diplomovou praci, a proto ji doporucuji k obhajob¢.

Otazky a pripominky oponenta:

Pripominky:

V textu se objevuje n¢kolik formulacnich nepiesnosti

str. 11- predpokladam, ze N-glykosylace je posttranslaéni modifikace a ne posttranskripéni

modifikace

Jak podle analyzy frakci z gelové filtrace pomoci SDS-PAGE poznate, jestli frakce obsahuje

pentamery, poptipad¢ ¢astice?

Str. 34 uvadite rozpis na 10 % gel, ten je ale ve skute¢nosti na 12 % gel

U popisu elektroforetogrami by bylo lepsi uvadét kolik procent frakce bylo naneseno nez

objem, ¢tenafi by to usnadnilo orientaci.

Otazky:

1. Proc¢ jste neizolovala protein GST-VP1 i z nerozpustné frakce?

2. Je pro Vami planované vyuziti VLPs duilezité, aby byly homogenni?

3. Udavate, ze jste pii studiu vazby ¢astic na buniky pouzila 220 pul VLPs (10ng/ul) na misku.
Mohla byste tento udaj vyjadfit v poCtu castic na buniku? Nemohla Vami pozorovana
nespecifita vazby byt dana vysokym mnozstvim pouzitych ¢astic?

4. Maji bunécné linie LNCaP a PC3 pfirozeny receptor pro VLPs tvofené hlavnim
kapsidovym proteinem mySiho polyomaviru?

5. Podle obrazku 23 se mi zda, Ze se Castice s navazanym inhibitorem vazi ve vétSim
mnozstvi na buiky neexprimujici GCPII nez na bunky exprimujici GCPIL. Jak si to
vysvétlujete?

6. Vazou VLPs BC SUB kyselinu sialovou?
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