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Cile prace

Vytvoteni rekombinantnich bakuloviri produkujicich v hmyzich buitkdch VP1 nanostruktury
s IL-15 a ovéfeni jejich stability, vzhledu, biochemickych vlastnosti a biologické aktivity pfi
indukci proliferace bun¢k citlivych k IL-15.

Soucasti prace je 1 konstrukce, produkce a izolace kontrolnich konstrukti VP1 a IL-15.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 91 stran (76 bez citaci)
Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova?  ANO NE
Je uveden seznam zkratek? ANO NE
ALE: Nékteré zkratky v ném nejsou uvedeny a nékteré nejsou vysvétleny ani v textu.
Zkratka NK je pouzivana jednak pro negativni kontrolu, jednak pro NK buiky.

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO NE
Je napsan srozumiteln€? ANO NE
ALE: viz také ,,Formalni Groven prace*
Autor obcas nepochopil anglicky text (napf. fluorescenc¢ni protein nebyl odvozen
z proteinu rajcat (str. 10) a FAP nejsou buiiky, ale protein (str. 12).
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO NE
ALE: Popis papilomavirovych VLP neni relevantni tématu prace.
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO NE

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? =~ ANO NE

Kolik metod bylo pouzito? cca 30

Jsou metody srozumiteln€ popsdny? ANO NE

ALE: U nékterych roztokil jsou chyby v jejich sloZeni (napt. TAE, roztoky I a III).

U nékterych chemikalii je uveden odlisny vyrobce v kapitolach 4.1.1 a 4.1.3.
LwSupernatant [L-2* nebyl dostatecné objasnén.
V kapitole 4.2.6.10 je fedéni vzorkli uvedeno chybné a navic neodpovida
hodnotam na grafech.

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO NE
Je dokumentace vysledkt dostacujici? ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
Na obr. 11 chybi neinfikované bunky Sf9 pro porovnani zmén po infekci.
Na obr. 13 nelze vzhledem k deformaci markeru 15 kDa spolehlivé urcit velikost
prouzkii IL-15 a nelze tak pfedvidat, ktery prouzek je normalnim proteinem.
Na obr. 14 nejsou vidét prouzky markeru. Z tohoto obrdzku je evidentni, ze do jamek




bylo naneseno zna¢n¢ rozdilné mnozstvi proteini a ne deklarované 3 pg. Je tedy
otazkou, jak spolehlivé byla méfena koncentrace proteind, a jsou tak zpochybnény
zavery o ucinnosti izolace jednotlivych konstrukti uvedené v tab. 6 a neni jasné,
jaké bylo skutecné mnozstvi vzorki pouzité v proliferacnich testech.

Jestlize doSlo na obr. 16 k pfeliti vzorkl mezi jamkami (str. 56), mé&l byt gel peclivéji
zopakovan.

Na grafu 4 neni vidét zadna z pozitivnich kontrol uvedenych v textu (tedy ani komeréni
IL-15, ani buitky CTLL-2 s pfidanym IL-2).

Postacuje mnozstvi experimentti k ziskdni odpovédi na zadané otazky?
ANO NE — co chybi, v ¢em je nedostacujici?

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

ALE: Ne vzdy jsou u€inéné zavéry spravné (viz ,,otazky a pfipominky oponenta®).

Zavéry (Souhrn):
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni Groveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

V praci je jen maly pocet pieklepil ¢i gramatickych chyb. Obcas ale nejsou formulace zcela
piesné a také jsem né€kdy postradal logiku navaznosti vét nebo jejich Casti. Obrazky byly
vétSinou v potfadku, jen bych pfivital jejich vetsi pocet v Literarnim piehledu (napf. signalni
drahu IL-15) a nerozd¢€loval bych Cislovani obrazkt, schémat a grafti. U grafii si navic
myslim, Ze nebyly aZ tak slozité, aby je autor nezvladl sam a musel pozadat o pomoc jiného
studenta.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cile prace byly v podstaté splnény, 1 kdyZz ziskané vysledky vedly k otazkam, které budou
muset byt jesté vyfeSeny (napt. vliv glykosylace na aktivitu IL-15 nebo rekombinantni
bakulovirus produkujici VP1-IL-15-HIS). Student vSak vykonal zna¢né mnoZstvi
experimentalni prace a musel pfitom zvladnout fadu rozli¢nych metod. Na diplomové praci
je patrna peclivost pii sepisovani vSech kapitol. Student se vSak nevyhnul nékterym chybam
¢1 nepresnostem pii popisu metod, prezentaci vysledkt a jejich interpretaci. V Diskusi jsem
nalezl odpovédi na vétSinu otazek, které mé napadaly pfi Cetbé prace, a 1 kdyZ k diskusi mam
nékteré dil¢i ptipominky (viz niZe), celkové ji povazuji za zdatilou, podobné jako celou
diplomovou praci, kterou doporucuji k tspesné obhajobé.

Otazky a pripominky oponenta:

Pfipominky:

1. Prvni ¢ast kapitoly ,,2.4 Moznosti zlepSeni vlastnosti IL-15% (str. 9-10) nepopisuje zlepSeni
vlastnosti IL-15 (ale spiSe napt. zlepSeni postupt podani IL-15).

2. Pentamer VP1 neobsahuje VP2 nebo VP3.

3. Oznaceni typu ,,w/v* a pojem ,,suspenze* nejsou v praci vzdy spravné pouzity.

4. Zkratkou litru je v ¢estiné ,,I, ne ,,L*.

5. Pouziti pojmu ,,virové nanostruktury* (VNS) v této praci povazuji za nejednoznaéné.




Nékdy jde v podstaté o ekvivalent ,,pentamer®, ale jindy ma §ir§i vyznam, pfi¢emz VLP
nejsou zahrnovany pod VNS.

6. Z obr. 8 je patrné, Ze recBac DNA u konstruktu VP1AC je vyrazné kratsi nez u ostatnich
konstrukti a nema ocekavanou velikost okolo 20 kbp, jak je uvedeno v textu.

7. U grafi chybi vysvétleni, co predstavuji chybové usecky.

8. V proliferacnim testu na buiikach Jurkat chybi pozitivni kontrola, ktera je dilezita i
vzhledem k nejednoznacnosti moznosti vyuziti téchto bunék pro testovani aktivity IL-15.

9. Pfedpoklad, ze ,,dalsi signal pro IL-15* na obr. 13 je disledek degradace proteinu, neni
vysvétlenim, pro€ tento konstrukt neindukoval proliferaci bun€k, protoze vétSina signalu
je ve vyssim prouzku, ktery by mél byt tvofen nedegradovanym proteinem.

10. Z uvedenych vysledkl nevyplyva ani tak ,,ze VP1 proteiny MPyV pravdépodobné nejsou
vhodné nosice IL-15%, ale spiSe ze bakulovirovy expresni systém neni vhodny pro
ptipravu funkéniho IL-15 (coZ bylo v Diskuzi pfipusténo o néco dale).

Otazky:

1. Kolik kolonii/miniprept bylo analyzovano restrikénim $t€penim pti konstrukci plazmidi
pFB a jaké bylo asi zastoupeni spravnych klona?

2. Nebylo mozné u konstruktu VP1-IL15-HIS, ktery neprodukoval infekéni bakulovirus,
izolovat protein VP1-IL15-HIS pifimo po transfekci plazmidu recBak?

3. PouZiva se k pfipravé rekombinantnich bakulovirl transfekce bun€k Sf9 obvykle jen
jednim klonem plazmidu?

4. Byly riizné metody izolace proteint vyzkouSeny paraleln¢ u jednotlivych konstruktii (pak
by bylo mozné porovnavat u¢innost izolacnich postupii — porovnani riznych metod
pouzitych pro rtizné konstrukty neni moc smérodatné) a ndsledné pro izolaci jednotlivych
konstruktl pro dal$i pokusy vybrana ta nejucinné;jsi?

5. Ktery prouzek na obr. 13 povaZujete za ,,dalsi signal pro IL-15“? Mohlo by u SDS-PAGE
skute¢né jit o ,,Spatn¢ zabaleny protein (str. 69)?

6. Jakym zplisobem umoziiuji nanonosic¢e z VP1 ,,prinik do nadorové tkané* (str. iv, 65)?

7. Jak se mtize IL-15 uplatnit u lécby autoimunitnich onemocnéni?

8. Proc¢ se komplex IL-15/IL-15Ra mize chovat jako agonista i antagonista?

9. Které sav¢i bunky infikuji bakuloviry?

10. V Diskuzi je pro dalsi analyzy navrZeno ovéfeni vazby IL-15 pfipravenych konstrukti na
povrchové receptory bunék. Nemtze u fuznich konstruktii dochazet k vazbé i pres VP1 a
jak by se to pak ptipadné rozlisilo?

Néavrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

[ ]vyborné [ ]velmidobe [ ]|dobie [ | nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




