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Cile prace

Prace si vytycila tfi hlavni cile. Prvnim cilem bylo zjiSténi interakce mySiho polyomaviru

s hostitelskymi proteiny endoplasmatického retikula, zejména kochaperonu DNAJB14 a
chaperonu BiP. Druhym cilem bylo zjistit roli zaporn€ nabitych aminokyselin na N-konci
proteinu VP2 (D10 a E17). Poslednim cilem bylo pfipravit mysi polyomaviry

se zmutovanym jadernym lokaliza¢nim signalem v kapsidovych proteinech a provést jejich
charakterizaci.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO

Rozsah prace (pocet stran): 131

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Seznam neni Uplny. Nevadi u vSeobecné znamych zkratek jako je napt. PBS, DMEM, DAPI,
HAU, FFU, av§ak mén¢ zndmé zkratky typu ADAR a HuR mély byt uvedeny.

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napsan srozumitelné? ANO

Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni tidaje z literarnich zdroja? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO
Literarni piehled je silnou strankou piedkladané prace. Studentka cituje ptes 120 ¢lankd.
Ptrehled je naspan velmi vystizné, prehledné a je vyborné soustfedén na relevantni tidaje.

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO, s témito pfipominkami:
Nejsou popsany in silico metody MPEx a TMpred, stanoveni Menderova koeficientu
kolokalizace. Ve vysledcich jsou uvedeny p-hodnoty (str. 102), avSak v metodach neni
uvedeno, jaka statistickd metoda byla pouZzita.

Kolik metod bylo pouzito? Ptes tficet jednotlivych metod.

Jsou metody srozumitelné€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? NE - v ¢em jsou nedostatky?
Nedostatky:
- Titry virti jsou velmi ¢asto uvedeny bez jednotek. Hemaglutina¢ni titr neni uvadén
v hemaglutinaénich jednotkach (HAU), na str. 69 je uveden nejednoznaéné 8,10'!.




-V Tabulce 2 misto prazdného pole ve sloupcich je lepsi uvadét napt. neprovedeno,

nestanoveno.
- Grafy 1-3 uvadéji primérné hodnoty, ale v grafech chybi tsecky smérodatnych
odchylek.

- Strana 97 odkaz na obrazek 22 misto na obrazek 32.

- Obrazek 33: Na Western blotu z transfekovanych bunék chybi ,,mock* kontrola
(netransfekované bunky)

- Obrazky 34A az C necitelné, lepsi by bylo exportovat data a rekonstruovat grafy
Vv jiném programu

-V metodach jsou popsany dvé metody real-time PCR (jiny mastermix, jiné
podminky), avSak ve vysledcich neni jasné, kdy byla jaka metoda pouzita.

- Na Obrazku 34D a E je vidét na agarozovém gelu s real-time PCR produkty prouzek
u negativni kontroly, ktery je ve stejné velikosti jako ostatni PCR produkty (real-time
PCR pro LT 1 VP2).

- Tabulka 4 je neptehledna. V legend¢ se uvadi, Ze hodnoty koncentrace DNA jsou
vypocteny z triplikatd, ale v tabulce je uveden primér ze dvou riznych fedéni.

- Str. 101 - v textu je uvedeno, Ze experiment prob¢hl i se s médiem bez virti (NK), ale
dale jiz neni uvedeno ¢i ukézano v grafu, ze kontrola byla vskutku negativni/nulova.

- Grafy 4 a 5 nemaji popsanou osu y.

Postacuje mnozstvi experimentt k ziskdni odpovédi na zadané otazky?
ANO - co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Kolokalizace VP1 s BiP je nevyrazna ve 4 a 6 hodin¢ po infekci. Pro ptfipadnou publikaci
bude nutné pokusy zopakovat a proméfit minimaln€ podobné jako v ptipad€ experimenti
s DNAJB14.

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

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

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

Préce je rozdélena do standardnich kapitol, ma sluSnou troven a dobry slohovy styl. Pfevzaté
obrazky ¢. 1 a 7 jsou neostré. Asi z nedostatku ¢asu nebyla prace jesté jednou korigovana na
pieklepy a pravopisné chyby. I kdyz tieti vyskyt stejné chyby ,,Bethapolyomavirus* asi nelze
povazovat za pieklep. Rusive také plsobi pouziti kiizovych odkazii na obrazky a tabulky ve
form¢ Obrazek, Tabulka misto vhodné&j$iho pouziti zkratek Obr., Tab. Pak vznikaji véty
typu: ,,Struktura je uvedena na Obrazek 3. (str. 21).

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Prace ukazala, Ze infekce mySim polyomavirem méni distribuci proteinu DNAJB14 a podala
dukazy jeho kolokalizace s VP1 béhem casné faze. Byly piipraveny mutantni viry D10A a
E17A v proteinu VP2 a ukdzan jejich rozdilny efekt na infektivitu viru. Byly pfipraveny
varianty s mutovanym jadernym lokaliza¢nim signalem v kapsidovych proteinech. Tim prace




splnila vSechny vytycené cile. Nadto se vysledky posledniho cile jiz pfipravuji pro publikaci.
I ptes zminéné nedostatky, hlavné v dokumentaci vysledkii, doporucuji praci k obhajobg.

Otazky a pripominky oponenta:

Jak dlouho trva Zivotni cyklus mysiho polyomaviru? Nebylo by vhodné ovéfit kolokalizaci
VP1 s DNAJB14 po delsi dobu, nez jen 7 hodin? Mohl by tento protein hrat n¢jakou roli i
v pozdni fazi zivotniho cyklu?

Na str. 80 spravné uvadite, Ze jste detekovala jen ¢aste¢nou kolokalizaci signalu BiP a VP1,
avSak v diskuzi jiz tento fakt vice nerozvadite. Prace Mannova and Forstova, 2003 ukazuji
velmi vyraznou kolokalizaci 3 hpi. Mizete okomentovat, ¢im mohly byt tyto rozdily
zpusobeny?

Muzete podrobnéji rozvést, jaké metody by se dali vyuzit pro zjisténi, zda buniky infikované
mutantem D10A obsahuji mRNA pro protein VP2?

Protilatka proti VP1 detekovala ve Western blotu s WT viriony okolo 20 riznych prouzkt
(Obr. 32), u kterych predpokladate, ze se jedna o oligomery a degradacni produkty VP1. Jak
vysvétlite, Ze v transfekovanych bunikéch stejné protilatka detekovala pouze jeden prouzek
(Obr. 33 uprostied)?

Na str. 100 se pozastavujete nad tim, ze pii real-time PCR pro VP1 ukazuje kfivka tani na
dva produkty, ale elektroforéza prokazala pouze jeden produkt. Domnivate se, Ze dva vrcholy
na kiivce tani musi vzdy naznacovat vyskyt dvou produktl, nebo lze tento jev vysvétlit jinym
zpusobem?
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