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Cile prace

Autorka si klade za cil detekovat integracni zlomy lidského papilomaviru 16 a polyomaviru
Merkelovych bunék ve vzorcich virus-asociovanych nadort a charakterizovat oblasti
integrace v kontextu lidského genomu a virového genomu.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO

Rozsah prace (pocet stran): 138

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO, avsak u n€kterych je uveden pouze anglicky vyznam

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napséan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroju? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO
Drobné piipominky K literarnimu piehledu uvadim nize

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? Napocital jsem 9 metod
Jsou metody srozumitelné popsany? VétSinou ANO, nékteré NE

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentt? Cil je vysvétlen zhruba u poloviny experimentt
Je dokumentace vysledki dostacujici?  VétsSinou ANO
Postacuje mnozstvi experimentti k ziskadni odpovédi na zadané otazky?
ANO, vzhledem k uvedenym cilim

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO, i kdyz nékteré
odstavce patii spiSe do literarniho piehledu

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO, ale ne vSechny

Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky?  ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni droveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):
Celkove neni formalni aroven prace ptilis dobra. Obrazova dokumentace i grafika je

v poradku, ale nékteré obrazky maji chyby v popisu a odkazy na né maji chybna ¢isla.

V praci je hodné pieklepti, po jazykové strance se vyskytuje hodné vét s chybnou stavbou
nebo opakovanim stejného slova ve véte (Napf. str. 105 -,,Abychom byli schopny fici, ze
jsme podobn¢ jako u (L. Liu et al., 2018) schopny detekovat integrac¢ni zlom ve vSech
oblastech, byl by potieba analyza dalSich vzorki.*




SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:

Deklarované cile byly splnény. Celkovée piisobi prace ponékud nepiehledné, predevsim
v kapitole VYSLEDKY, je pomé&mé obtizné se v ni orientovat. K zpiehlednéni by uréité
pomohla oprava formalnich chyb a dale doplnéni textu nebo jeho piesun z jinych kapitol.

Otazky a pripominky oponenta:

OTAZKY

Na str. 50. popisujete navrzeni primera pro DIPS PCR nasledovné.

,Primery jsem navrhovala v online aplikaci Primer BLAST dostupné online na
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/. K navrhu jsem pouzila referen¢ni genom
HPV16 K02718.1 dostupny na online strance https://pave.niaid.nih.gov. Z nabidky
navrzenych primerd jsem vzdy vybrala dvojici, kterd méla bud'to ptedni (F z anglického
forward) nebo zadni (R z anglického reverse) primery v blizkosti cca 50 bp. Pro mapoovani
integrace ve 3’oblasti jsem vyuzivala F primery a pro mapovani 5° oblasti R.*

Muzete prosim postup blize vysvétlit na pfiloZeném obr. 14?

U DNA a RNA kterou jste izolovala uvadite velmi podobny pomér absorbance 260/280, a to
2,07 pro DNA a 2,11 pro RNA? Co tyto hodnoty znamenaji?

Pochazel vzorek CTRL VFN také z karcinomu z Merkelovych bunék?

Vybér amplikoni na sekvenaci na str. 71 popisuje nasledujici vétou.

,»V pripade¢, kdy bylo pozorovano né€kolik amplikont se zvétsujici se velikosti naopak
zmenSujici se velikosti u primert za sebou byl na sekvenaci posilan nejdel$i amplikon.*
Muzete uvést spravnou verzi této veéty?

V kapitole VYSLEDKY neni jasné, které vzorky MCC DNA jste pouzila na DIPS PCR.

V diskusi pisete, ze jste vybrala 9 vzorkd, kde byla DNA zachovala. V ptehledové tabulce je
jich uvedeno 8, jeden z nich ale nemé¢l dle fragmentacéni analyzy zachovalou DNA.

Jaka byla kritéria pro vybér vzorka?

Bylo integra¢ni misto HPV zjisténé metodou DIPS a APOT u vzorku OBD160 zcela shodné?

PRIPOMINKY
Obsah je Spatné zformatovany, asi u poloviny fadka nejsou ¢isla kapitol vlevo ale za ¢islem
stranek vpravo.

V seznamu zkratek jsou chyby v piekladu z angli¢tiny a pieklepy - (napf. relaxed neznamena
relaxova, dsDNA neni double stand deoxyribonucleiotid acid, semaforin 3D neni
semaprofine 3D (ani sempaphoin 3D Str. 22))

V kapitole LITERARN{ PREHLED by mél byt podrobngjsi popis jednotlivych fazi replikace
HPV, které jsou naznaCeny na obr. 2. V kapitole, kde uvadite metody detekce integrovaného
virového genomu, chybi nanoporové sekvenovani, které jinak zminujete v kapitole integrace
HPV (S. Yang et al., 2022). Str. 10. U prace popisujici integraci genomu EBV (Ohshima et
al., 1997) chybi udaj, o jaké bunky nebo tkan se jednalo. Str. 27. Popis metody FISH je pfilis
strucny.

V kapitole METODY A MATERIAL vysvétlujete diivody pro provedeny postup a nivaznost




na dal$i experimenty (napf. 5. Pasdzovani bungk, 6.5. Urceni délek fragmentii nukleovych
kyselin). Tento text patii spise do kapitoly VYSLEDKY.

Na str. 39. jsou vyjmenovany pouzité klinické vzorky (jak pro detekci MCPyV, tak HPV) a
kit pouzity pro izolaci nukleovych kyselin. Chybi informace, jestli byla DNA a/nebo RNA
izolovana jiz diive nebo az béhem diplomové prace. Dale jak, kdy, a kym byla méfena
koncentrace nukleovych kyselin a jak byly vzorky skladovany.

Neni uvedeno, jestli byli vSechny vzorky RNA opracovany DNazou, a jaké mnozstvi RNA
bylo pouzito pro reverzni transkripci.

Str. 45. Tabulka 2. Seznam markert molekulovych hmotnosti — v tabulce je jich uvedeno 6,
pritom ve vysledkové ¢asti se vyskytuji jen prvni dva.

Str. 46. Kapitola 6.5.2. Uréeni délek fragmentt RNA. Je uvedeno ze ,,pro referenéni gen TBP
byla navrhnula sada primert.“ Chybi informace, ze navrzené primery jsou pievzaty z jiz
publikované prace, ktera by méla byt uvedena i v piehledu literatury.

Str. 51. Neni jasné, jestli se §tépeni restrikénim enzymem Tagl tykalo i vzorktit MCC, a jestli
se piipadné §tépné misto nachazi i v genomu MCPyV.

Na str. 55. pisete: ,,V ptipad¢ publikovanych primert se jednalo o E2 4/1 a E2 5/1 a u nové
navrzenych H3-yA nebo H5-yA. ,,y*“ je zde pouZilo misto ¢iselného oznaceni a primery jsou
uvedeny v tabulce 6 a 7.

POZN. Jedna se o tabulky 7. a 8, primer E2 4/1 neni v tabulkach uveden.

Na str. 56 pisete: ,,Pro lepsi piehled je obrazku 14 schéma pozic virovych primeri pro
exponencialni amplifikaci na genomu HPV16. Obdobn¢ je vytvoten i obrazek 15 (POZN.
spravné ma byt 13), ktery znazorfiuje pozice primerti na genomu MCPyV.*

POZN. V legendé¢ obrazki 14 a 13 je tedy chybné uvedeno, ze jsou vyznaceny primery pro
linearni amplifikaci. Také neodpovida barevné oznaceni primerti. V legend¢ obrazku 13 je
chybné uvedeno, Ze pozice jsou na genomu HPV (také na str 71. je uvedeno HPV misto
MCPyV)

Str. 61 Obr. 17. POZN. Nejedna se o SiHa ale o HPV16
V kapitole 7.1.1 Fragmentac¢ni analyza MCPyV vzorki, - pisete, Ze jste provadéla RNA
fragmentaci. Provedeni fragmentace RNA ale znamena néco jiného nez provedeni

fragmentacni analyzy. V textu dale neni uveden vysledek vzorku M4.

VYSLEDKY mapovani intaktniho genomu (7.3.) a detekce polymorfismii nejsou zminény
v diskusi.

V poslednim odstavci DISKUSE jsou bez dalsiho kontextu uvedeny ptivodné zamyslené cile
diplomové préce.




Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucésti zvetejnénych informaci)

[ ]vyborng¢ [ ] velmidobie [X] dobie [X] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




