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Predkladana diplomova préace se zabyva problematikou integrace Sestého lidského herpesviru

(HHV-6) do lidského genomu.

V ramci jejiho vypracovani byly splnény vytcené cile, které reprezentuji komplexni piistup
k dané problematice — detekce HHV-6 a porovnani incidence chromozomaln¢ integrovaného HHV-6
v populaci zdravych kontrol a pacientti s malignim onemocnénim, zavedeni PCR metod pro detekci a
rozliSeni vira HHV-6A a HHV-6B, zmapovani mista integrace metodou FISH a pokus (i kdyz
neuspesny) o cilenou detekci HHV-6 specifickych transkript v materidlu ziskaném od pacientt

s prokézanou integraci HHV-6 do genomu.

Ve vsech kapitolach je, bohuzel, nutné autorce vytknout neobratnost v pouziti odborné
terminologie a formulacni nevyzralost. Je zfejmé, Ze ji tato terminologie neni vlastni. Nejzasadnéjsi
pfipominky jsou pfilohou tohoto oponentského posudku. S t€mito formulacnimi nepfesnostmi potom
znacné kontrastuji podkapitoly detailn€ popisujici molekuldrni mechanismy souvisejici s latentnim
setrvanim viru v organismu a modulace imunitni odpovédi hostitelského organismu virem HHV-6
(v Kapitolach 3.5 - 3.7).

Stejné tak se autorka nevyvarovala formalnich chyb pii zpracovani (nevhodné zvolené a
umisténé citace, z celkového poctu citaci 124 je celd polovina star$i nez 10 let (rok 2002 a mén¢),

nepiesné popisy metodik atd.). Konkrétni pfipominky ke zpracovani také ptikladam.



Vysledky jsou popsany pomérné stru¢n€, na 7 strankach, z nichz vétSinu tvoii tabulky a
obrazky. Byly vSak soucasti 2 originalnich ¢lankti publikovanych v Casopise s impakt faktorem a
jednoho piehledového ¢lanku, jejich prvnim autorem je u vSech praci skolitel diplomantky. Diskuse
shrnuje soucasné poznatky o frekvenci vyskytu chromozomalni integrace HHV-6. Zajimava je tivaha o

mozném vlivu etnického ptivodu na frekvenci vyskytu tohoto jevu.

Zavérem, prace se zabyva biologicky zajimavym fenoménem, bylo zpracovano velké
mnozstvi klinickych vzorki a vétSina z metod vyzadovala zna¢nou technickou zru¢nost. Ohromujici je
mnozstvi navrZzenych a otestovanych parti primert pro reverzné transkripéni PCR. Vzhledem k t€émto
skute¢nostem tuto praci, i pfes cetnd pochybeni v jejim zpracovani citovand nize, doporucuji

k obhajobé a hodnotim ji celkovou znamkou velmi dobfte.

S pozdravem,

Martina Lengerova

V Brné€ dne: 4. 9. 2013

K praci mam tyto doplnujici otazky:

1) Autorka v diskusi zminuje (str. 65), ze obraceny pomér HHV-6A a HHV-6B v jeji testované
populaci miize souviset s etnickym piivodem. Jak hodnotite ptislusnost k romské mensiné? A jaké
bylo jeji zastoupeni v této studii?

2) Jsou obrazky integrovaného HHV-6 zmapovaného metodou FISH prezentované v této diplomové
praci dilem prazského nebo londynského pracovisté?

3) U kolika vzorkt byla provedena detekce virové RNA metodou reverzné transkripéni PCR? Byla u
vsech vzorkt vzdy testovana exprese GAPDH? V jakych bunkach byste o¢ekavala expresi

latentniho viru, byly leukocyty vhodnym materidlem?



Ptiloha 1: PFripominky oponenta k pouZitym obratiim a formalnimu zpracovani (¢lenéno dle

kapitol):
Obsah diplomové prace:

-3.1.1 a3.1.2 vnazvuuvedeno: ,,...projevy herpesviri*“ — Iépe ...“projevy infekci zptisobenych

herpesviry*

- 3.2.3 ,,Diagnostika virové naloze“ — Iépe ,,Detekce a kvantifikace virové naloze*
- 5.1.3 ,Kvantifikace RQ-PCR* — Iépe ,,Kvantifikace metodou RQ-PCR*
Kapitoly 1-3 - Uvod, Cile diplomové price, Literarni reserse

-V pripad¢ detekce aktivity integrovaného HHV-6 hovotime o ,,detekci virové mRNA nebo
virovych transkriptd* ne o ,,otestovani mozného ptepisu virovych transkripta‘ (str. 10).

-V ptipadé chromozomalni integrace HHV-6 u matky a jeho pfenosu na dit€ nehovotime o
transplacentalnim ptenosu (str. 15). Pfedpokladam, ze v takové pfipade se stava soucasti
genetické informace plodu splynutim gamet nesoucich integrovany HHV-6 pfi oplozeni.

- Casovani reaktivace jednotlivych viri uvedené na str. 16 se tyka pacientii po transplantaci jater
(publikace z roku 1999) a je otazkou, zda se oznacit jako ,,typické*.

- Str. 17 — nemohu souhlasit s tvrzenim, Ze pfi detekci z plné krve je detekovana latentni infekce —
v plné krvi sice jsou pfitomny lymfocyty, které mohou byt nositeli latentniho viru, ale tento nelze
bézné detekovat, protoze jeho mnozstvi je pod detekénim limitem bézné pouzivanych PCR
metod.

- Metodou reverzné transkripéni PCR nedetekujeme ,,virové proteiny a jedna se o zcela standardni
a spolehlivou metodiku, ktera je dobfe opakovatelna a vyzaduje stejné pristrojové vybaveni jako
bézna PCR (vSe str. 17).

-V plazmé ani séru se nenachazi lidské buiiky (str. 29).

- Chybi odkaz na Obrazek 1. v textu

- Chybna citace u Obrazku 5. Pochézi z jiné prace stejného autora.



Pro ucely diplomové prace by Obrazky 4 a 5 by nemely mit popisky v anglicting.

Bylo by tieba vénovat vétsi pozornost volbé a umisténi citaci v textu:
o  Str. 11 —prace Kamble a Clark, 2007 nepojednava o evoluci herpesvirti
o Str. 12 - prace Arbuckle a Medveczky,2010 nepojednédva o taxonomii herpesvirt
o Str. 13 - prace uvedené pod Tabulkou 1 nejsou v seznamu citaci

o adalsi.

Kapitoly 4 a 5 — Laboratorni pristroje a pomiicky a Metody

Zcela nevhodnd formulace - ,,Pfi optimalizaci primerti pro nové zavedenou esej jsme teplotnim
gradientem nezjistili vykyvy senzitivity primera k nasedaci teploté...* str. 40

5.2.1 v rozporu se svym nazvem nepopisuje piipravu nosicové DNA — jako nosi¢ova DNA byla
pouzita ,.komeréni* Cot-1 frakce lidské DNA str. 44.

Vysvétlete pojem ,, randomizovana DNA® — str. 48.

Popis Tabulka 15 az 18 - nejedna se o ,,... detekci cDNA virovych proteinti, ale o rozpisy pro
PCR reakce pro detekci virové DNA.

V seznamu postradam vybaveni pro provedeni fluorescenc¢ni in situ hybridizace (str. 34 — 35).
Obraceny popis os X a Y v grafu (str. 38).

Chybi popis slozeni lyza¢niho pufru pro erytrocyty nebo literarni odkaz, chybi uvedeni mnozstvi
zpracovavaného klinického materialu (krve, nehttt) a pfislusnych ¢inidel (DTT), str. 39.

Chybi sekvence oligonukleotidd pro nested PCR popisovanou na str. 40.

Navody, které jsou soucasti pfiloh by nemély byt v anglictinég.

Kapitola 7 — Vysledky

,,U vSech pozitivnich vzorki byl pomér lidské a virové DNA pfiblizné€ 1:1“ — Jedna se o mnozstvi
méfené kvantitativni PCR? Pokud ano, pak by to mélo byt uvedeno.
V obrazku 15 by mél byt pro srovnani a ovéfeni ti€innosti reverzni transkripce prezentovan

vysledek GAPDH na cDNA, nikoliv na genomické DNA

Kapitola 8 - Diskuse



- Nikoliv ,,Sheltrintiv*, ale ,,shelterinovy komplex* — str. 65
Kapitolal2 — Seznam pouzité literatury

- Spatné forma citaci 5, 15, 32, 87 — vétSinou chybi rok



