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Předkládaná diplomová práce se zabývá problematikou integrace šestého lidského herpesviru 

(HHV-6) do lidského genomu. 

V rámci jejího vypracování byly splněny vytčené cíle, které reprezentují komplexní přístup 

k dané problematice – detekce HHV-6 a porovnání incidence chromozomálně integrovaného HHV-6 

v populaci zdravých kontrol a pacientů s maligním onemocněním, zavedení PCR metod pro detekci a 

rozlišení virů HHV-6A a HHV-6B, zmapování místa integrace metodou FISH a pokus (i když 

neúspěšný) o cílenou detekci HHV-6 specifických transkriptů v materiálu získaném od pacientů 

s prokázanou integrací HHV-6 do genomu.

Ve všech kapitolách je, bohužel, nutné autorce vytknout neobratnost v použití odborné 

terminologie a formulační nevyzrálost. Je zřejmé, že jí tato terminologie není vlastní. Nejzásadnější 

připomínky jsou přílohou tohoto oponentského posudku. S těmito formulačními nepřesnostmi potom 

značně kontrastují podkapitoly detailně popisující molekulární mechanismy související s latentním 

setrváním viru v organismu a modulace imunitní odpovědi hostitelského organismu virem HHV-6

(v Kapitolách 3.5 – 3.7).

Stejně tak se autorka nevyvarovala formálních chyb při zpracování (nevhodně zvolené a 

umístěné citace, z celkového počtu citací 124 je celá polovina starší než 10 let (rok 2002 a méně), 

nepřesné popisy metodik atd.). Konkrétní připomínky ke zpracování také přikládám.



Výsledky jsou popsány poměrně stručně, na 7 stránkách, z nichž většinu tvoří tabulky a 

obrázky. Byly však součástí 2 originálních článků publikovaných v časopise s impakt faktorem a 

jednoho přehledového článku, jejich prvním autorem je u všech prací školitel diplomantky. Diskuse 

shrnuje současné poznatky o frekvenci výskytu chromozomální integrace HHV-6. Zajímavá je úvaha o 

možném vlivu etnického původu na frekvenci výskytu tohoto jevu.

Závěrem, práce se zabývá biologicky zajímavým fenoménem, bylo zpracováno velké 

množství klinických vzorků a většina z metod vyžadovala značnou technickou zručnost. Ohromující je 

množství navržených a otestovaných párů primerů pro reverzně transkripční PCR. Vzhledem k těmto 

skutečnostem tuto práci, i přes četná pochybení v jejím zpracování citovaná níže, doporučuji 

k obhajobě a hodnotím ji celkovou známkou velmi dobře.

S pozdravem,

……………………………………………

              Martina Lengerová

V Brně dne: 4. 9. 2013

K práci mám tyto doplňující otázky:

1) Autorka v diskusi zmiňuje (str. 65), že obrácený poměr HHV-6A a HHV-6B v její testované 

populaci může souviset s etnickým původem. Jak hodnotíte příslušnost k rómské menšině? A jaké 

bylo její zastoupení v této studii?

2) Jsou obrázky integrovaného HHV-6 zmapovaného metodou FISH prezentované v této diplomové 

práci dílem pražského nebo londýnského pracoviště?

3) U kolika vzorků byla provedena detekce virové RNA metodou reverzně transkripční PCR? Byla u 

všech vzorků vždy testována exprese GAPDH? V jakých buňkách byste očekávala expresi 

latentního viru, byly leukocyty vhodným materiálem?



Příloha 1: Připomínky oponenta k použitým obratům a formálnímu zpracování (členěno dle 

kapitol):

Obsah diplomové práce:

- 3.1.1  a 3.1.2  v názvu uvedeno: „…projevy herpesvirů“  – lépe …“projevy infekcí způsobených 

herpesviry“

- 3.2.3 „Diagnostika virové nálože“ – lépe „Detekce a kvantifikace virové nálože“

- 5.1.3 „Kvantifikace RQ-PCR“ – lépe „Kvantifikace metodou RQ-PCR“

Kapitoly 1-3 -  Úvod, Cíle diplomové práce, Literární rešerše

- V případě detekce aktivity integrovaného HHV-6 hovoříme o „detekci virové mRNA nebo 

virových transkriptů“ ne o „otestování možného přepisu virových transkriptů“ (str. 10).

- V případě chromozomální integrace HHV-6 u matky a jeho přenosu na dítě nehovoříme o 

transplacentálním přenosu (str. 15). Předpokládám, že v takové případě se stává součástí 

genetické informace plodu splynutím gamet nesoucích integrovaný HHV-6 při oplození.

- Časování reaktivace jednotlivých virů uvedené na str. 16 se týká pacientů po transplantaci jater 

(publikace z roku 1999) a je otázkou, zda se označit jako „typické“.

- Str. 17 – nemohu souhlasit s tvrzením, že při detekci z plné krve je detekována latentní infekce –

v plné krvi sice jsou přítomny lymfocyty, které mohou být nositeli latentního viru, ale tento nelze 

běžně detekovat, protože jeho množství je pod detekčním limitem běžně používaných PCR 

metod.

- Metodou reverzně transkripční PCR nedetekujeme „virové proteiny“ a jedná se o zcela standardní 

a spolehlivou metodiku, která je dobře opakovatelná a vyžaduje stejné přístrojové vybavení jako 

běžná PCR (vše str. 17).

- V plazmě ani séru se nenachází lidské buňky (str. 29).

- Chybí odkaz na Obrázek 1. v textu

- Chybná citace u Obrázku 5. Pochází z jiné práce stejného autora.



- Pro účely diplomové práce by Obrázky 4 a 5 by neměly mít popisky v angličtině.

- Bylo by třeba věnovat větší pozornost volbě a umístění citací v textu:

o Str. 11 – práce Kamble a Clark, 2007 nepojednává o evoluci herpesvirů

o Str. 12 - práce Arbuckle a Medveczky,2010 nepojednává o taxonomii herpesvirů

o Str. 13 - práce uvedené pod Tabulkou 1 nejsou v seznamu citací

o a další.

Kapitoly 4 a 5 – Laboratorní přístroje a pomůcky a Metody

- Zcela nevhodná formulace - „Při optimalizaci primerů pro nově zavedenou esej jsme teplotním 

gradientem nezjistili výkyvy senzitivity primerů k nasedací teplotě…“ str. 40

- 5.2.1 v rozporu se svým názvem nepopisuje přípravu nosičové DNA – jako nosičová DNA byla 

použita „komerční“ Cot-1 frakce lidské DNA str. 44.

- Vysvětlete pojem „ randomizovaná DNA“ – str. 48.

- Popis Tabulka 15 až 18 -  nejedná se o „… detekci cDNA virových proteinů“, ale o rozpisy pro 

PCR reakce pro detekci virové DNA.

- V seznamu postrádám vybavení pro provedení fluorescenční in situ hybridizace (str. 34 – 35).

- Obrácený popis os X a Y v grafu (str. 38).

- Chybí popis složení lyzačního pufru pro erytrocyty nebo literární odkaz, chybí uvedení množství 

zpracovávaného klinického materiálu (krve, nehtů) a příslušných činidel (DTT), str. 39.

- Chybí sekvence oligonukleotidů pro nested PCR popisovanou na str. 40.

- Návody, které jsou součástí příloh by neměly být v angličtině.

Kapitola 7 – Výsledky

- „U všech pozitivních vzorků byl poměr lidské a virové DNA přibližně 1:1“ – Jedná se o množství 

měřené kvantitativní PCR? Pokud ano, pak by to mělo být uvedeno.

- V obrázku 15 by měl být pro srovnání a ověření účinnosti reverzní transkripce prezentován 

výsledek GAPDH na cDNA, nikoliv na genomické DNA

Kapitola 8 - Diskuse



- Nikoliv „Sheltrinův“, ale „shelterinový komplex“ – str. 65

Kapitola12 – Seznam použité literatury

- Špatná forma citací 5, 15, 32, 87 – většinou chybí rok


