Oponentsky posudek na diplomovou praci Marii Surinové
PiedloZen4 prace je napsédna ve slovensting, je klasicky ¢lenéna a mé 130 stran.

BohuZel moje slovenstina je velmi Spatnd a necitim se povoldn k jakémukoliv dsudku stran
pravopisu a slohu pfedloZené diplomové price. Je zfejmé vSak, Ze price byla sepsdna ve
znaéném spéchu a neprosla dokonalejsi kontrolou editorskou. Price obsahuje pomérné
vyznamné mnoZstvi pieklepld. Navic je znatelny i urCity nepofddek v citované literatufe.
Nejsem z t&ch, ktef{ literaturu peclivé kontroluji, ale prace z domovské laboratote diplomanta,
jsou-li citovany, mne pochopiteln€ zajimaji. BohuZel zrovna s jejich citovanim mé autorka
zjevné potize. V seznamu literatury jsem napiiklad nenaSel citace ndsledujicich praci
odkazovanych v textu Liebl et al. 2006, Hollanderova 2004, Mannova et al. 2003, Mannové a
Forstova 2003.

Diplomové price si klade pon€kud nizké konkrétni cile, které zdaleka nenapliiuji cil hlavni:
,PFispét k pochopeni interakci viru a buiiky béhem vstupu viru do buiiky a jeho pohybech
cytoplasmou a k pochopeni smyslu té€chto interakci.* Myslim, Ze i diplomova price by si méla
klast cile pon€kud vyssi, neZ jsou konkrétni cile uvedené na strané 43, a to i tehdy, kdy jsou

cile psany pted dokonéenim préce a tedy spiSe v souladu se ziskanymi vysledky.

Materidl a metody je rozsahld kapitola rozkladajici se na témé&f 30 strandch. Nevim zda to
bylo vzhledem k ziskanym vysledki nutné. Nicmén€ vétSina metod je popsdna p&kné.
Vyjimkou je metoda 4.3.4.6. ,,St&peni DNA restrikénimi endonukleasami*, kter4 cely proces
popisuje téméf ve stylu ddvnych kucharek: vraZ tam DNA, restrikéni endonukleasu, pufr a
vodu a inkubuj pfes noc v optimalnich podminkdch. Autorka pouZila ve své praci fadu
riznych protildtek. Neni to nemoZné, pfesto bych se chtél ubezpecit, Ze krali¢i protilatka
anticaveolin-1 byla opravdu monoklonalni.

K vysledkové ¢asti prace mam nésledujici dotazy a pfipominky:

Autorka na stran¢ 74 uvadi, Ze ve frakci 2 izolovaného viru, kde ofekdvala maximalni pocet
infek&nich &astic, je piiblizng 10 hemaglutinujicich &4stic na jednu infekéni. Cim je to
zpusobeno a jak je toto zjiSténi v souladu s ndlezem v elektronovém mikroskopu, ktery pro
tuto frakci ukazuje pomér plnych a prazdnych virionti spiSe opacny (cca 10 : 1)? Autorka
tento problém &aste¢né diskutuje v kapitole ,,Diskuse®, nicméné privital bych jeji nazor, zda
je takovyto pomér infekénich a neinfekEnich virioni v prepardtech mySich polyomavirt
béZny a jak se to odrdZi v jejich néslednych tvahich o transportu virionti buiikou. Neni
mozZné, Ze vysledky ziskané metodami fluorescenéni mikroskopie odraZeji spiSe osud
nefunkénich viriond, kterych je v preparatu fadovy prebytek?

Pro¢ nebyla testovédna piitomnost VP2 respektive VP3 na dot-blotu z jednotlivych frakci po
izolaci pseudokapsid? Lze piedpoklddat, Ze by se n&jak liSily jednotlivé frakce v poméru VP1
a VP2, respektive VP3 proteini?

Na strané 79 autorka uvadi, Ze se pseudokapsidy VP1/2 nepodafilo izolovat. Na obr.5.8 a v
tab. 5.4 vSak uvadi jejich analyzu. Obrézky z elektronového mikroskopu odpovidajici témto
izolacim opravdu neobsahuji mnoho intaktnich ¢astic. Na druhou stranu, celd metodika
sestdvajici mimo jiné z isopyknické centrifugace a findlni centrifugace pfes sacharosovy
polstar favorizuje izolaci virovych, respektive pseudovirovych €astic. MiZe to autorka né&jak
vysvétlit? Zrejm€ mi to v prici uniklo, mohla by autorka specifikovat, kdo provadél
elektronovou mikroskopii?



Co znamenaji chybové tsecky v grafech 5.1 a 5.2? Vzhledem k tomu, Ze byla pro infekci
pouZita, jak ze zbytku textu usuzuji, jedna izolace divokého viru, je piekvapivé, Ze nulové
hodnoty se u obou typli experimentii li§i. Znamena to, Ze oba typy inhibi¢nich experimentti
byly provedeny pouze jednou a chybova tsecka jest smérodatnou odchylkou z 80 pocitanych
poli v rdmci jednoho experimentu? Je zajimavé, Ze v obou typech inhibi¢nich experimentti se
pfi saturaci virovych ¢astic pseudokapsidami (100 ndsobny nadbytek) autorka dobrala
stejnych absolutnich hodnot —primérmné 11 infikovanych jader v zorném poli. Je to ndhoda?
MiZe to n&jak souviset s pfipadnou heterogenitou ,.fitness* jednotlivych virioni ve virovém
izoldtu (prosim zodpoveédét i v kontextu ptredchozi otazky tykajici se mnoZstvi infek&nich
viriond ve vzorku).

Na obrazku 5.15 je v legend& uvedeno méfitko, nikoliv vsak jiZ v samotnych fotografiich.

Myslim, Ze nebylo nutné uvadét pokus o nedspé&Snou konstrukci vektoru do kapitoly
vysledkd, zv143t€ kdyZ tento vysledek neni dile diskutovan. J4 jej zmiiluji pfedevSim proto, Ze
autorka se zfejmé pod ¢asovym tlakem pokusila o konstrukt vznikajici sou¢asnou ligaci tfech
fragmentt, z nichZ jeden ma oba konce produkované stejnou restriktdzou. Vysledky takovéto
reakce jsou znaéné nejisté, zvlasté pii nizkém vytéZku fragmentd izolovanych z gelu (obr.
5.30). DokaZi tento zoufaly experiment pochopit, ale méné je n€kdy vice. Pravdépodobné by
dospéla rychleji kcili pfi postupném vkladani nejdiive fragmentu EcoRI/Sall (LT2) do
vektoru pFastBac a nasledng, do vysledného a provéfeného vektoru, fragmentu EcoRI/EcoRI
(LT1). Stépeni vysledného konstruktu Ncol by odhalilo vektory se spravnou orientac inzertu.

PiestoZe v této oblasti jsem laikem, dovolte mi jednu spekulativni otdzku. U fady obalenych
vird se ukazuje, Ze pfi vstupu viru do buriky a fiizi membran hraje vyznamnou roli zména
konformace proteini zplisobend zménou protonace zbytkd aminokyseliny histidinu pfi
piechodu do kyselého prostiedi. Toto je jiny pfipad, nicméné autorka uvadi vyznam kyselého
prostiedi v endosomu pro infektivitu viru. Jist¢ je zndma celd fada mutaci v proteinech VPI,
VP2 a VP3 ovlivilyjicich infektivitu viru. Ostatné nékteré autorka uvadi ve svém literdrnim
piehledu. Zasahuji ne¢které z té€chto mutaci histidinové zbytky? Nevyskytuji se konzervované
His zbytky ve VP proteinech mezi zndmymi polyomaviry?

PredloZend prace je pon€kud chudsi na ziskand data. Nepovedenych experimentil je ovSem
v biologii zna¢nd prevaha. Musim konstatovat, Ze autorka si b&hem price vyzkousSela fadu
naro¢nych metodik, s nepiizni osudu se pfi sepisovéni state¢né vyrovnala a podala rukopis,
ktery Ize pfijmout a doporudit k obhajobé jako praci diplomovou. S ot T
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