Posudek diplomové prace Bc. Pavly Sauerové ,, Studium vlastnosti genovych produkti
polyomaviru karcinomu Merkelovych bunék: Priprava protilatek a konstrukce

expresnich vektort

Téma diplomové prace je velmi aktualni, nebot’ vyznam polyomavirti v humanni
medicin¢ v poslednich letech stale vzrista. Byla objevena fada novych piislusniki této ¢eledi,
Z nichz nékteti jsou prokazatelné¢ ptivodci zavaznych onemocnéni, hlavné u osob se snizenou
imunitou. Pfedm¢ét studia - virus karcinomu Merkelovych bunék je jednim z nich.
Diplomantka méla zadany dva hlavni tikoly: Pfipravit mysi monoklonélni protilatku proti
kapsidé¢ viru a zkonstruovat plazmid umoznujici expresi minoritniho strukturniho proteinu
VP3 v sav¢ich bunkéach, coz jsou dva dilezité nastroje pro dalsi studium viru. Prubéh prace i
vysledky jsou podrobné popsany v ptedloZzené praci. Prace ma klasické ¢lencéni. Tématem

Literarniho ptehledu (22 stran) je popis struktury a zivotniho cyklu MCV a srovnéani

S ostatnimi polyomaviry. Velmi dobie je zpracovana kapitola o vstupu a pohybu polyomaviri

Vv bunice. Piehled, obsahuje jak zakladni tak i aktualni informace. Kapitola Material a metody

(29 stran) je zpracovana velice peclivé a podrobné. Kapitola Vysledky (53 stran) obsahuje
velmi podrobny popis postupu prace a ziskanych vysledki, o ¢emz sveéd¢i i jeji znacny
rozsah. VSechny kroky jsou podrobné dokumentovany obrazky. Cile prace se podaftilo splnit.
Ptipravend monoklonalni protilatka byla otestovana a byla potvrzena jeji specifita 1
vyuzitelnost pro dal$i studium MCP. Pro tuto ¢ast prace autorka sama pfipravila purifikované
MCYV VLP a pomoci pfipravené monoklonalni protilatky zdokumentovala pohyb ¢astic po
vstupu do bunék a jejich kolokalizaci s markery bunéénych organel. Také planovana
konstrukce vektoru pro expresi VP3 MCV se zdafila. Vedle toho autorka ptipravila dalsi
plazmidy pro expresi obou minoritnich proteinti oznacenych epitopem FLAG a prokazala
jejich funkci v bunkach pomoci fluorescencni mikroskopie. Zahajila piipravu dalsi
monoklonalni protilatky proti sekven¢nim epitopim VP1. Diskuze (6 stran) obsahuje dalsi
zajimavé informace a autorka zde komentuje prabéh pokust, interpretuje své vysledky a
navrhuje dal$i pokracovani prace. K vykladu vysledkt je vyuzit vétsi pocet praci jinych

autorl. Praci uzaviraji vystizny Souhrn (2 strany) a Seznam pouzité literatury (77 citaci).

ZAVER
Ptedlozené diplomova prace je kvalitni a svédc¢i o zna¢ném usili autorky pfi
experimentalni praci a také o tom, Ze se snazila pfinést ucelenou zpravu o jejim prabéhu.

Z prace je ziejma dobra troven prace s odbornou literaturou a schopnost kriticky hodnotit



vlastni vysledky. Prace splituje pozadavky kladené na diplomovou praci a doporucuji ji jako

podklad k obhajob¢. Navrhuji hodnoceni vyborng.

DOTAZY A PRIPOMINKY PRO AUTORKU PRACE:

¢ Snimky z konfokalniho mikroskopu ukazuji rozdily v poctu adsorbovanych i
penetrovanych VLP i riznou miru kolokalizace. Existuje zptisob jak je vyhodnotit
kvantitativng?

e Vysledek WB (obr. 5.10, str. 88) (a také obr. 5.9.) jste interpretovala tak, Ze monoklonalni
protilatka, stejné jako polyklonalni mysi antisérum (pozitivni kontrola) rozpoznavaji pouze
konformacni epitop na ¢asticich a nejsou schopny vazat denaturovany polypeptid. Toto
zcela jisté neplati pro mysi antisérum, jez prokazatelné podle WB denaturovany VP1 vaze
(dle vysledkd dr. Ludvikové, UHKT). Mohla byste srovnat podminky vasi verze testu WB
a testu dr. Ludvikové z UHKT, ktera VP1 detekovala? Zna¢ny vliv miize mit napf.
mnozstvi nanesené¢ho proteinu. V popisu u obr. 5.10. chybi tdaj o mnozstvi proteind.

e Udaje o mnozstvi proteinu ve vzorku nejsou ani u ELFO obr. 5.3. a u dot-blott na obr 5.5.-
9.

e Z popisu obr. 5.11.b,c neni jasné kolik VLP bylo v testu nakonec pouzito. (Poznamka:
Test, zde pojmenovany ,,Neutraliza¢ni test metodou hemaglutinace* je jiz ve virologii
dlouho znam jako ,,Test inhibice hemaglutinace®).

e V kapitole 4.2.19.11 popisujete klonovani pomoci topoisomerazy a LR rekombinace pouze
na 6 fadcich 1 kdyz tyto metody nejsou tak obecné znamé jako napt. SDS-ELFO, kterému
je vénovana celd stranka. Mohla byste pohovofit o principu a vyhodé tohoto postupu?

e Na strané 106 — zdména bunek 3T3 za TOP10.

¢ Diplomova prace obsahuje velké mnozstvi gramatickych chyb a pteklepii, coz je Skoda,
nebot’ po vécné strance je napsana srozumitelné a prehledné. Odkazy na nékteré metody v
textu jsou ve stylu laboratorniho slangu. Napft. izolace ,,endofree kitem*, a ,,defosforylace

dle protokolu Fermentas“ by v publikaci v odborném ¢asopisu akceptovany nebyly.
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