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Nazev prace:

Rekombinantni virus vakcinie exprimujici EGFP a jeho vyuZiti pro vjzkum interakei
s hostitelskou burikou.

Text posudku:

Diplomova prace je sepsana na 83 stranach textu, ma klasické ¢lenéni a seznam
literatury obsahuje 54 citaci. Po formalni strance obsahuje v$echny naleZitosti, v textu se
vyskytuje minimum chyb a pfeklepil, zcela vak chybi pozadovany anglicky abstrakt,
véetné nazvu prace prelozeného do angli¢tiny a klidovych slov. Pouzité literdrni zdroje vétsinou
poskytuji relevantni udaje, nékdy je vSak citace vzhledem ke kontextu uvedena na
nevhodnych mistech

Cile prace jsou definované jiZ v ivodni kapitole: vytvofeni rekombinantniho viru
vakcinie exprimujiciho zeleny fluorescenéni protein EGFP a nasledn4 analyza
mitochondrialni masy a mitochondrialnfho membranového potencialu v infikovanych
burikach pomoci pritokové cytometrie.

Kapitola nazvana ,,Literarni tivod* méa 9 stran a je rozdélena do 4 podkapitol. Z nich
nejobsahlejsi, nazvana ,,Obecnd charakteristika Seledi Poxviridae , je jen upravenym
prekladem ¢asti jediné kapitoly z knihy Fields Virology a obsahuje velmi obecné a k praci se
viibec nevztahujici informace o poxvirech. Naopak, jakékoli zminka o principech a
moznostech vyuZiti expresniho systému odvozeného od viru vakeinie, s kterym autor
pracoval, zcela chybi. Vzhledem k nazvu prace postradam i jakékoliv informace o
vzajemnych interakcich viru vakcinie a hostitelské buriky. Nasleduje velmi stru¢na zminka o
proteinu GFP a jeho variant¢ EGFP. Podkapitola nazvand ,,Mitochondrialni membranovy
potencial® je doslovnym piekladem c4sti prace Kalbacova et al.(2003), ktera neni na tomto
misté ani citovana a lze ji tedy sméle oznacit za plagiat. Podkapitola ,,Mitochndrialni
inhibitory* popisuje u¢inky v praci pouzitych inhibitort a je ziejmé nejpiinosnéjsi ¢asti celé
kapitoly.

Samostatna kapitola ,, Cile diplomové prace® déale zpfestiuje experimentalni zameéry
autora uvedené jiz v ivodu, pri¢emz vSak neni z této ani pfedchazejicich kapitol jasné, pro¢
se vilbec rozhodl stanovovat mitochondrialni masu a membranovy potencial v pribéhu
infekce a to u dvou riznych bunéénych linii (HeLLa G a BSC-40).

Metodicka ¢ast prace (26 stran) je velmi peclivé zpracovand a je z ni patrné, Ze autor
zvladl fadu molekularné-biologickych a virologickych metod (klonovani, Southern blot,
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prace s bunéenymi kulturami, infekce, plakova titrace, mé&feni na pritokovém cytometru).

Kapitola nazvana ,,Vysledky“ ma 24 stran a obsahuje dokumentaci ke (1) klonovani,
priprave a (2) selekci rekombinantniho viru, (3) zdznamy vyhodnoceni fluorescence
z pratokového cytometru v bunkach infikovanych vyselektovanymi izolaty
rekombinantniho viru v réiznych ¢asech po infekci (0,6,12,24 h.p.i) v porovnani s kontrolnim
WR-GFP virem spolu s hodnocenim jejich ristu, (4) data ziskana p¥i méteni fluorescence
mitochondridlni masy v burikach HeLa G a BSC-40 v riiznych Sasech po infekci
rekombinantnim WR-EGFP a kontrolnim WR-Luc virem uspotadané do 4 tabulek a (5)
data ziskana pfi stanovovani mitochondrialniho membranového potencialu v butikich HelLa a
BSC-40 v rliznych ¢asech po infekei rekombinantnim WR-EGFP a kontrolnim WR-Luc
virem za piitomnosti riznych mitochondrialnich inhibitorti (FCCP, oligomycinu a
antimycinu) uspofadand ve 4 velmi téZko srozumitelnych tabulkéch. 4. a 5. podkapitola je
vZdy opatfena kratkym shrnutim uvedenych dat, bez néhoz by byly vysledky &asto jen velmi
Spatné pochopitelné. Zahadou zlistava, pro¢ autor nepouZil pro vyhodnoceni tohoto typu dat
grafy, které by jisté naprosto zasadné zpiehlednily celou situaci.

Na 6 stranach kapitoly ,,Diskuze* jsou komentovany jednotlivé kapitoly vysledkové
Casti a obsahuje informace, které by bylo ziejmé vhodn&jsi uvést pravé tam (nehledé na
zasadni informaci o spektrélnich vlastnostech GFP resp. EGFP, které mély byt uvedeny
nejen v literdrnim piehledu, ale i cilech prace).Veelku se vak autor snazi své vysledky
dobte porovnavat s udaji v literatufe, v piipadé nesouhlasu s literarnimi zdroji navrhuje
vysvetleni, u kterych bohuzel neni vzdy ziejmé, zda se jedna o prostou spekulaci, &io
moznost podpofenou publikovanymi fakty (nejsou citace).

Kapitola ,,Zavér* opét neptinasi, kromé popisu toho co bylo délano a informace, Ze se
autorovi podatilo pfipravit rekombinantni virus vakcinie nesouci gen pro zeleny
fluorescencni protein EGFP, Zadny, a tolik potiebny souhrn dosazenych vysledki.

Otazky a pripominky oponenta:
Pfipominky a otazky k uvodu a literarnimu ptehledu:
e Str. 9: formulace ,,0znaceni viru fluorescenénim proteinem* naznacuje, Ze viriony
piipraveného rekombinantniho viru vykazovaly fluorescenci — je tomu opravdu tak?
e Str. 11 a 16: chybi informace odkud byly pfevzaty obrazky 1 a 2. (pokud neni autor
DP jejich autorem)
e Str. 15: Je jisté, Zze GFP nijak neovliviiyje riist bun€k a nemiize byt pro buiky
toxicky?
Ptipominky ke kapitole material a metody:
e U centrifugace neni mozné uvadét pouze rpm, je tieba uvadet typ rotoru nebo radéji
uvest ref (g).
Pfipominky a otazky k vysledkové casti:
e Kapitola 5.1.:

o zcela chybi informace o velikosti ocekdvanych fragmentl pii klonovani (bez
toho ztraci obr. 7., 8., 10 a 11. smysl!), na elektroforetogramech chybi popis
velikosti u DNA markeru.

o u vektoru pSC 11 neni uveden vyrobce nebo piislusna citace.

e Kapitola 5.2: Na jakém principu je zaloZena selekce rekombinantniho viru (v jakych
burikach probiha a pro¢ se pfidava BrdU) a jak si lze vysvétlit pfitomnost divokého
kmene v izolatech rekombinantnich virt i pii dvojité selekci?
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* Kapitola 5.3.: Co znamenaji v obr. 15 indexy (napt. WR-GFPa, WR-GFPb), jak Ize
interpretovat vysledky ziskané 6 h.p.i (peak u WR-EGFP), a jak bylo kontrolovano
procento zivych bunék v prib&hu infekce?

* Kapitola 5.4: str. 60- shrnuti Tab. 4 a Tab.5.: je uvedeno, e akumulace obou
fluorochromt se jevila jako potencidlove zavisla — to podle mého minéni plati pro
HeLa G buiiky (tab.4), ale pro BSC-40 buiiky se mi jevi NAO jako potencialové
nezavisla.; o jakém dal$fm hodnocent je na pfedposlednim fadku strany fe¢?

* Kapitola 5.5: prosim o vyhodnoceni tabulek 8.a 9. a jejich porovnéni s vysledky
v tabulkach 10 a 11.; prosim o vysvétlent:

o 6. (% mock-infik. bun€k bez inhibitoru) a 7. (% infik. bun&k bez inhibitoru)
odstavee v tabulkach 10. a 11.; pro¢ je udaj u infikovanych bunék vyjadfovan
v procentech mock-infikovanych bungk?

O co znamena termin ,, % bunék s vy$§im potencidlem*

o lzedaje v tabulkach 10. a 11. tak, Ze infekce virem vakcinie zvysuje
membranovy potencidl (srovnani udaji mock vs. WR-EGFP v nepiitomnosti
inhibitoru)??

o vzhledem k informaci uvedené na zavér diskuze bych rada védéla, jak bylo
hodnoceno procento Zivych bunék v méfené populaci?

Otazky k diskuzi:

¢ Proc€ byla pro infekce pouZita m.o.i = 2 a podle jaké teorie by pii této multiplicité
méla byt infikovana kazd4 buiika? Bylo Vasim zdmérem infikovat pouze 30% bunék
(kdyz ano, tak pro¢)? Bylo by experimenty mozné provadét s m.o.i > 10?

e Prosim o vysvétleni véty ,, ...akumulace obou fluorochromii je zavisld na
mitochondridalnim membrdnovém potencialu, i kdyz MTR 580 nejevil velké rozdily
mezi mock-infikovanymi a infikovanymi burikami a tak ddaval relativné obdobné
vysledky pri pouziti ionoforu FCCP i pFi jeho nepouzitt* Pokud je akumulace
MTR580 potencialove zavisla, mély by byt vysledky p#i pouziti FCCP piece riizné a
to bez ohledu na to, zda se jedna o buiiky infikované nebo neinfikované.

e Pro¢ byl pro experimenty vybrany pravé linie HeLa G a BSC-40? Do jaké miry miize
byt rozdil v jejich metabolismu zptsoben tim, zda se jedna o linii nadorovou ¢i
nikoli? Je zndmo, Ze je pribe¢h infekee v téchto liniich néjak odlisny?

e Co je zndmo o zvySovani mitochondrialni masy (jedna se o biogenezi?) v diisledku
virove infekce a je navrhovana teorie o schopnosti viru vakcinie aktivovat hostitelsky
metabolismus podloZena néjakymi publikovanymi informacemi? Lze si piedstavit
situaci, Ze by virus néjakym mechanismem zvySoval mitochondrialni potenciél a
v disledku toho by pfi stejném mnozstvi mitochondrii v burice stoupala
fluorescence?

Zavér:
I pfes uvedené ptipominky 1ze konstatovat, Ze tato prace spliiuje pozadavky kladené na
praci diplomovou a doporucuji ji k obhajobg.

Navrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

[ ]vyborné velmi dobfe [ ] dobfe [ ]nevyhovél(a)
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