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Nazev prace: Vyuziti pseudokapsid ke studiu funkei minoritnich strukturnich proteint
polyomaviru

Cile prace

1. Pfipravit tfi typy pseudokapsid mysiho polyomaviru (VP1, VP1/VP2 a VP1/VP3) pomoci
bakulovirového expresniho systému a provést testy kompetitivni inhibice infekce wt
polyomavirem.

2. Charakterizovat a lokalizovat VP2 a VP3 virtt BKV a MPyV béhem jejich transientni
exprese ve formé& fuzniho proteinu s EGFP v transfekovanych sav¢ich buiikdch metodou
imunofluorescence.

Struktura (¢lenéni) price, odpovida pozadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 114

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

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni pFehled:
Odpovida tématu? ANO NE
Je napsan srozumiteln€? ANO WE/
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroja? ANO NE~
Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v préci spravné citovany? ANO

Materiil a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO  NE
Kolik metod bylo pouzito? 23
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO NE
Popisy zakladnich metod jsou popsény pe¢livé, nékdy snad az ptili§ podrobné.

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentd? ANO ,N’E/
Je dokumentace vysledkt dostacujici? ANO ,N‘E/ - v ¢em jsou nedostatky?
Postauje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO INFE — co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledku? ANO })J—E/
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny né&jaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ~ ANO NE~

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni uroveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova uroven):
Prace ma vybornou jazykovou uroveil. Obrazova dokumentace je kvalitni a obsahové
v souladu s odvozenymi vysledky.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:
Cil 1. Pfiprava VLP byla provedena podle planu, kvalita partikuli je vynikajici, vSe je fadné




popsano a dokumentovano. Pro zodpovézeni otazky, zda VLP inhibuji virovou infekci byly
vyuzity dva rizné piistupy stanoveni ptitomnosti virové exprese. Oba pfinesly shodny
negativni vysledek. Pomoci pritokové cytometrie byly ziskany ponékud odli$né udaje nez
pouhou imunofluorescenci. Tyto rozdily by mély byt v budoucnosti analyzovany podrobnéji.

Cil 2. Jednotlivé ukoly byly také splnény. Byla nalezena lokalizace fiznich proteini s VP2 a
VP3 viru BK a provedeno srovnani s obdobnymi konstrukty mysiho polyomaviru. Tyto
vysledky umoznily nalézt vhodné konstrukéni varianty minoritnich kapsidovych proteind,
které budou pouzitelné jako piiblizny model pro studium divokych VP2 a VP3 a hledéani
jejich interakci s dal§imi proteiny.

Otazky a pripominky oponenta:

Cil 1. Pomoci priitokové cytometrie by bylo mozné analyzovat i dal3i parametry, které mohly
ovliviiovat ziskana data, napi. zda inkubace s nadbytkem VLP méni vlastnosti bunék jako
jejich velikost. granularitu nebo jejich zivotaschopnost. Tyto vzorky mély byt zatazeny v
praci jako kontroly. Mozn4, Ze tyto kontroly provedeny byly a doporucuji je pfi obhajobé
zminit.

Cil 2. Do kapitoly vysledkii byly zafazeny i vysledky ptevzaté od dal$ich kolegti (Obr. 20,
25, 26, 35). Domnivam se, Ze tyto obrazky by se Iépe hodily do kapitoly diskuze, kde mély
byt vyuzity k vykladu vlastnich vysledki.

Otazky:

1. V piehledu literatury jsou na prevzatych obrazcich I1.4 pro SV40 a 1.7 pro MPyV patrny
kulaté struktury oznacené jako virové core. Byla tato core opravdu u polyomaviridae nékdy
samostatné pozorovéna, nebo vyizolovana? Pokud ano, jak se to provadi?

2. Pii analyze pritokovou cytometrii jste detekovali dosti velkou populaci partikuli
oznacenou ¢ervené. Jde o buriky nebo jejich fragmenty pfitomné jiz v neinfikované buné&né
kultufe, objevi se az po infekci, anebo je to artefakt vznikly pfi fixaci bun€k?

Dopliky a opravy:

Str. 45 —u centrifugaci udat zrychleni v g, teplotu a ¢as, str. 49 - uvést typ membrany na dot
blot a WB. Str 50 - uvést piesné slozeni nebo zdroj detekéniho reagens. V kapitole V.1.2.
chybi udaj, jaké sav¢i buriky byly pro infekei virem pouzity. Str. 72- neni uvedeno fedéni
protilatky proti LT (vytka se tyka i dal$ich imunochemickych stanoveni). Str.89 —nespravné
oznaéeni EGFP-VP2 v legendg. Str. 97 — rozdil mezi infekénim a HA titrem by mél byt spiSe
pomér. Drobné pieklepy jsou oznaeny v textu prace tuzkou.

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude souéasti zvetejnénych informaci)

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