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Cile prace

Diplomova prace je rozdélena na dvé ¢asti, v prvni ¢asti autorka navazuje na ptedchozi
diplomové prace svych kolegi Ondieje Vita a Evy Bilkové, které se zabyvaly studiem
minoritnich proteini VP2/3, ve druhé c¢asti pak na soucasnou védeckou publikaci své
Skolitelky RNDr. Lenky Hornikové, Ph:D., ktera popisuje nartst acetylace mikrotubuli

v permisivnich buiikach po infekci MPyV (Hornikova a spol., 2017). Cilem této prace bylo
ptipravit virova inokula MPyV mutantl v pozici 253 a 117 VP2 proteinu a divokého typu,
jednoznacné prokazat, ze deamidace na pozici 253 proteinu VP2 (137 proteinu VP3) je
divodem pozorovanych dvojitych prouzkti pro minoritni proteiny a porovnat efektivitu infekce
mutantnich virt s divokym typem MPyV. V druhé ¢asti diplomové prace stanovovala autorka
miru acetylace mikrotubulii, zménu exprese mRNA enzymii acetylujicich a deacetylujicich
tubulin a vliv zvysSeni acetylace na efektivitu infekce MPyV.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 87

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova? ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumiteln¢? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Literarni ptehled je zpracovan velmi kvalitn€ a zahrnuje aktudlni poznatky.

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? 26
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO s vyhradami u nékolika popisovanych metod

Autorka pouzila celou fadu molekularné biologickych metod, zahrnujici predev§im praci s
bunéénymi kulturami, viry, proteiny a DNA/RNA. V materialech a metodach chybi
podrobnéjsi popis qPCR a RT-qPCR, informace o zdroji a pozici primerd, pfistrojové
vybaveni (ELISA reader) pro testovani cytotoxicity a proliferace bun¢k (viz také otazky a
pfipominky).

Experimentalni ¢ast:




Je vysvétlen cil experimenti? ANO

Je dokumentace vysledkti dostacujici? ANO

Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO
Bylo provedeno vice stanoveni a vysledky byly statisticky zhodnoceny.

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i ndvrhy na dalsi feSeni problematiky?  ANO

Zavéry (Souhrn)
Jsou vystizné? ANO

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova uroven):
Vyborna jazykova uroven, velmi ¢tivy text s minimem pieklepti, dobra graficka uroven.

Mensi nedostatek

V tabulce 18 je uvedena statistickd vyznamnost vlivu tubacinu na proliferaci 3T6, u vyssi
koncentrace dokonce s hladinou vyznamnosti mén¢ 0,0001, ackoliv ¢isla moc rozdilné
nevypadaji a také v textu neni rozdilna proliferace zminéna. Také chybi slovo mrtvych

v nazvu sloupce tabulky. Pieklep na str. 17 zdména D za A u popisu mutace v pozici 253
VP2 proteiny

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Autorka uspesné splnila vSechny své stanovené cile. Literarni piehled je velmi ¢tivy,
vysledky jsou logicky interpretovany a v diskusi velmi zdaftile vysvétleny. Diplomova prace
spliuje pozadavky kladené na diplomovou praci. Doporucuji praci k obhajobg.

Otazky a pripominky oponenta:

V cilech prace autorka piSe, Ze pfi separaci virovych proteint MPyV na SDS-PAGE byly za
,Hurcitych podminek* pozorovany dvojité prouzky VP2/3. Je trochu S§koda, Ze se Ctenar
potfadné dozvi, jaké podminky to jsou az v diskusi, zvlasté pak, kdyz na prvnim snimku SDS-
PAGE ¢.12 s virovymi kapsidovymi proteiny z bunécného lyzatu dvojity prouzek neni.

Pro¢ byli pro infekci 3T6 bungk v tietim izolacnim pokusu pouzity virové suspenze z druhé
izolace, které obsahovali vysoky podil rozpadlého materialu, ptedev§im u MPyV A117V
mutanty? Nebyly by pro infekci lep$i virové suspenze z prvni izolace s minimem rozpadlého
materialu?

Ve virové suspenzi tteti izolace bylo zjisténo pomoci qPCR vy$s§i mnoZstvi virového genomu
na ml nez pocet ¢astic ur¢eny pomoci hemaglutinac¢niho testu (10-100x). M4 autorka néjaké
vysvétleni?

LightCycler® 480 Software, jak pro absolutni kvantifikaci, tak i pro relativni kvantifikaci,
nabizi dvé trochu rozdilné metody pro provedeni analyzy. Vzhledem k tomu, ze autorka
nepfipravovala standardy pro GAPDH, HDAC6 a aTAT]1, pfedpokladam, Ze pro relativni
kvantifikaci pouzila zdkladni metodu analyzy ddCt. Pro absolutni kvantifikaci ob& metody
vyuzivaji standardni kiivku, ale jiné metody vypoctu Ct. Jakou analyzu autorka pouzila pro
absolutni kvantifikaci? Pro¢ pouzila fedici fadu standardu pMJG obsahujici genom MPyV
v fedéni 10-0,00001ng/ul? Jak z této tedici fady ziskala po¢et MPyV genomil na pl virové




suspenze? Neni uveden pocet technickych opakovani. Osettila pti provadéni PCR autorka
mozné kontaminace (DNA u RT-qPCR, kontaminace béhem ptipravy PCR)? Jak stanovovala
autorka efektivitu RT-qPCR?

Autorka na str. 5 piSe o funkci LT proteinu a uvadi, Ze ostatni ¢asné geny nejsou potiebné
pro lytickou infekci, ale podileji se na tumorogenezi. U viru karcinomu Merkelovych bun¢k
ale maly T antigen hraje také dilezitou roli pfi iniciaci replikace viru (Tsang et al., 2015).

S jakymi bunéénymi faktory interaguji dalsi proteiny exprimované (ST, MT a TT) z ¢asné
oblasti MPyV a jaka je jejich role?

Jak tubacin selektivné inhibuje tubulin deacetyla¢ni aktivitu HDAC6?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

[ ]vyborné [ ] velmi dobie [ ]dobfe [ | nevyhovél(a)
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