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Cile prace

Zkonstruovat chimérické VLPs odvozené od mySiho polyomaviru nesouci na svém povrchu
epitop maligniho melanomu a oveftit, ze vnesenim sekvence pro cizorody epitop nedoslo ke
zmé&nam, které by zamezily spontannimu vytvateni se chimérickych VLPs, ¢i ovlivnily jejich
stabilitu a schopnost vstupovat do bunék. Tyto VLPs jsou zamyslené k dal$imu studiu jejich
imunogennosti na zvifecich modelech.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? XANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 187

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, x ANO NE

Je uveden seznam zkratek? x ANO NE

Literarni piehled:
Odpovida tématu? X ANO NE
Je napsan srozumitelné? X ANO NE
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni tidaje z literarnich zdrojia? x ANO NE
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? X ANO NE

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? x ANO NE
Kolik metod bylo pouzito? 36
Jsou metody srozumitelné popsany? X ANO NE

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? X ANO NE
Je dokumentace vysledkl dostacujici? X ANO  NE -V ¢em jsou nedostatky?
Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?
X ANO NE - co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkii? ANO NE - ¢astecné
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE — chybi v druhé casti
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO X NE

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? X ANO NE




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

SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:

Ptedlozena diplomova prace se zamétuje na velmi aktualni téma — vyuziti virovych
nanocastic v 1¢6¢bé a diagnostice zhoubnych onemocnéni. Tato prace obsahuje veskeré ¢asti,
které by obsahovat méla. Pouzita literatura je relevantni a autorka cituje i fadu recentnich
literarnich zdrojt. Hlavni slabinou je kapitola Diskuse v této praci. Jinak, az na mensi
nedostatky, spise formalniho razu, se jedna o diplomovou praci, kterd rozsahem experimentt
1 literdrnim zpracovanim spliiuje ndroky na vyborné hodnoceni.

Otazky a pripominky oponenta:

V ramci plnéni cilti diplomové prace se musela autorka obeznamit s vice nez 36
metodickymi postupy, z nichz nékteré jsou ndrocné na trpélivou a piesnou praci a i
Z hlediska ¢asového jsou velmi naro¢né. Cile této diplomové prace byly splnény a ptipravené
konstrukty budou jisté, v rdmci dalSich projektl, pouzité pro dalsi testovani ve zvifecich
modelech. Vzhledem k studované tématice autorka spravné zaclenila do Givodu tii ¢asti, tedy
¢ast pojednavajici o onemocnéni — malignim melanomu, k jehoz 1é¢bé by mél ptipravovany
konstrukt eventuelné slouzit. Dale ¢ast o polyomavirech, jejichz hlavni kapsidovy protein je
V tomto projektu pouzit jako vektor, jehoz modifikace je zdkladem ptipravy viru podobnych
¢astic, tzv. VLPs cilenych pro imunoterapii melanomt a nakonec kapitola shrnujici
dosavadni vysledky mnoha in vitro i in vivo provadénych studii vyuZzivajicich VLPs. Zatimco
kapitola o polyomavirech je relativné strucna, ale dostacujici a kapitola o VLPs je
odpovidajici, ¢ast pojednavajici o malignim melanomu je zbyte¢né¢ rozsahla. Konkrétné bych
doporucovala v kapitole 2.1.4. provést pouze vyjmenovani forem onemocnéni, v kapitole
2.1.5.3. vynechat detailni popis hodnoceni, stejné tak detailni popis hladin invaze dle Clarka
je redundantni, 2.1.5.3.7. patii do patogeneze a ne diagnostiky a tato ¢ast je zbyte¢né¢ detailni,
2.1.5.3.8. nepatii do diagnostiky, u 2.1.5.4. by bylo 1épe provést pouze strucny vycet a uvést,
které markery jsou skutecné bézn¢ rutinné vyuzivané a to samé plati 1 pro terapii, kde by bylo
asi prehlednéjs$i zminit postupy vyuZzivané v rutinni praxi a doplnit je o testované nové
ptistupy, ale ve zkracené formé.

V ¢asti vlastnich vysledk je kapitola Materidl rozdélena na seznam pouZitych
pristroju, chemikalii, plazmidi, bunéénych linii, bakteridlnich kmenti, primerti pro PCR
reakce, epitopll, antibiotik a protilatek. Oddil Metody je rozdélen na sterilizaci, praci
S bakterialnimi kulturami, praci s tkanovymi kulturami, praci s DNA a praci s proteiny.
Metody jsou rozepsané velmi podrobné, u kazdého popisu metody je uveden material, ktery
se v dané metod¢ pouziva, a také pouzité piistroje. Piipominky k ¢asti Material a metody
jsou spiSe formalniho razu. VSechny popsané metody jsou pomérné podrobné, jen kapitola
4.2.4.4. je kratka, autorka se odkazuje na firemni protokol, i kdyz fada dal$ich kapitol, kde
jsou téz vyuzivany komeréné dostupné kity ¢i enzymy jsou rozepsany podrobnéji. V sekci
prace s DNA je nejprve uvedena metoda elektroforéza (4.2.4.1. Separace molekul DNA
pomoci horizontalni gelové elektroforézy), ktera by dle logického sledu méla byt uvedena az
za kapitolou o izolaci DNA, ptecisténi, odstranéni RNA, restrikéni analyze, popt. PCR.

V kapitole 4.2.3.1.2. je odkazano na kapitolu, ktera neexistuje 4.3.4.13. V kapitole 4.2.4.5.
chybi firma u materialu (RNé4za A). Fenol, chloroform z 4.2.4.6 neni uvedeny v materidlech
v chemikaliich. Dale chybi popis metod uvedenych v 5.1.1. - doplnéni pfesahi pomoci DNA
polymerazy I a ligace tupych koncii. Ve vysledcich jsou pfi ptipravé VP1 7less konstruktu
(str.132) pro amplifikaci pouZity primery oznacené primery 1-4, které jsou uvedeny




Vv pfehledu primerti pod jinym nazvem. Kapitola 4.2.5.10, ktera sice souhrnn¢ vysveétluje
jednotlivé postupy bac-to-bac expresniho systému, je redundantni, nebot’ jednotlivé kroky
jsou jiz detailné v metodice popsané. Mohla by byt ale zminéna na zacatku.

Ke kapitole Vysledky lze uvést, ze je Casto zbytecné uveden postup a dalsi detailni informace
patiici do Metod - napft. str. 133. ,,Bakterie byly v riznych mnozstvich vysety na Petriho
misky s pevnym médiem s pfidavkem ampicilinu a pies noc péstovany v termostatu pii

37 °C*, ptipadné popis str. 139 atd. U obrazkii 5.4, 5.5. a 5.6 neni uvedeno jaky marker byl
pouzity.

Prvni ¢ast diskuse (prvni 3 paragrafy) by bylo mozné vynechat. V ¢asti 6.2 by bylo vhodné
diskutovat vysledky studii s VLPs jinych virti zamétenych na zamyslené vyuziti
ptipravovaného konstruktu (imunizace, screening). V diskusi by mohly byt zminéné dalsi
planované pokusy s vytvofenymi konstrukty.

Souhrn dosazenych vysledk je ptehledny a citace maji jednotny styl bez formalnich chyb.
Drobné formalni chyby a doporuceni (ptevazné uvedené v textu — str):

Str. 26, 31 (standardizovana incidence na co, incidence neni v %), 46, skrze text -
sjednoceni termint bud’ citlivost nebo senzitivita a spravné pouzivat specificita, 47, 50, 52 —
opakovany text, 53, 56, 57, 58, 60, 64, 65 — tabulka —n¢které nazvy viru jsou v angli¢ting, ale
vétsina v Cesting, 68 — zkratka NLS v popisu obrazku neni v seznamu zkratek, 71, 72, 76, 78,
83, 84, 102, 105, 106, 108, 127, 137, 139, 150.

Névrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

X vyborné [ ] velmi dobte [ ] dobte [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




