Posudek oponenta diplomové prace
Jméno a prijmeni uchazece: Bc. Michal Hanigovsky

Nazev prace: Priprava rekombinantniho ¢epic¢kujiciho enzymu z viru opicich nestovic a jeho
biochemicka charakterizace

A. Bodové hodnoceni jednotlivych aspektii prace (oznacte pravé jednu z moznosti)

1. Rozsah DP a jeji ¢lenéni

X | A - pfiméfené, odpovidaji charakteru DP a vyznamu jednotlivych &asti

B - nevyrovnané, ¢lenéni neni logické nebo rozsah jednotlivych ¢asti nekoresponduje s jejich vyznamem

C - uspokojivé, rozsah nékterych ¢asti nedostacuje

N - nedostate¢né

2. Odborna spravnost

vevr

X |A - vyborna, bez zavaznéjsich ptipominek

B - velmi dobra, s ojedinélymi drobnymi zavadami (nejasnost vykladu, chyby ve vzorcich nebo chemickych
néazvech, nedokonaly popis metod nebo vysledki)

C - uspokojiva, s ¢etnéjsimi drobnymi zavadami

N - nevyhovujici, s hrubymi chybami

3. Uvedeni pouzitych literarnich a j. zdroju

X | A - bez pfipominek, vSechny pievzaté udaje s citaci zdroje, celkovy pocet citaci odpovida charakteru prace

B - uspokojivé, s ob¢asnymi neobratnostmi zejm. v umisténi odkazi, nebo s celkové niz§im potem citaci

vvvvvv .

C - s vazn&jSimi zavadami, napt. prevazuji "nestandardni" odkazy na ucebnice, prednasky, webové stranky,
nebo se ojedinéle vyskytuje opominuti odkazu na zdroj pfevzatych dat

N - nevyhovujici, velmi malo citaci, ev. rysy plagiatu (¢asté opomijeni odkazu na zdroj pievzatych
dat, popF. opsani velkych ¢asti textu)

4. Jazyk prace

~evr

x | B - velmi dobry, ojedin€l¢ stylistické neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby

C - upokojivy, Cetnéjsi slohové neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby, ojedinéle se vyskytuji
obtiZzné srozumitelné n. nejednoznaéné formulace

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami

5. Formalni a graficka uroverii prace

A - vyborna, bez preklepti a chyb ve formatovani

B - velmi dobr4, ojedin€lé chyby formatu citaci, pteklepy, chybgjici zkratky apod.

x |C - uspokojiva, s ojedinélymi vétsimi (napf. vynechani stranky) nebo ¢etné&jsimi drobnymi chybami

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami




Ptipadny slovni komentaf k bodim 1. az 5.

Michal se ve své diplomové praci zaméfil na heterodimerni komplex E1-E12 zviru opicich
nestovic, ktery je zodpovédny za syntézu RNA &epicky 0. K dosazeni vysledkti vyuzil minimalné
12 rtiznych metod, od exprese proteinu az po aktivitni esej, a zdafile popisuje proces optimalizace
exprese jednotlivych proteini. Michal také optimalizoval podminky biochemické eseje sledujici

aktivitu komplexu E1-E12 a samotné podjednotky E1 za vyuziti hmotnosti spektrometrie.

Piedlozena prace je &tiva, dobfe strukturovana a text je doplnén vhodnymi obrazky, které Ctenafi
pomaéhaji pochopit problematiku. Nemohu vSak pfehlédnout né€které chyby, které se v praci
vyskytuji. Pfevzaté obrazky by mély mit popis v Ceském jazyce. V textu se objevuji drobné
pieklepy (napf. ,,methyltrasfenrasa“ na str. 10; ,,protein“ na str. 25), coZ je vzhledem k rozsahu
textu pochopitelné. Zbyte¢né jsou v praci pouzivany anglicismy, pro které jsou Ceské ekvivalenty
b&zné, napt. ,,cap* (Cepicka); ,,MTase“ (MTaza); ,,peak area“ (obsah plochy pod kiivkou). V textu
se ojedinéle objevuji slovenska slova, napt. ,tato (tato, str. 72, 75), ,,antigén* (antigen, str. 17) a
slohové neobratnosti (napf. ,,po pfeteeni lyzacniho pufru®, str. 35; ,buniky byly pfelozeny*, str.
40). Oznaceni heteroatomu v textu (napi. N7, S-adenosyl-L-homocystein) by mélo byt psano

kurzivou a bylo by vhodné sjednotit psani napt. N-7 vs. N7; cap-0/1 vs. cap 0/1.

Rozsah citované literatury (65, resp. 62 zdroji) je pro diplomovou praci odpovidajici. V seznamu
literatury se vyskytuji 3 duplikaty (cit. 57/60; 8/61; 5/64) a v diskusi je pouzit rozdilny citacni styl
nez ve zbytku prace (et al.*“ vs. [¢islo]). U citace ¢. 10 je chybné¢ uveden ndzev Casopisu -
Microbiology Society (vydavatelstvi) misto Journal of General Virology. Na str. 13 u obrazku 1
nasleduje citace [63] po citaci [9]. V seznamu pouzité literatury si nejsem jist stylem, ktery je
pouzit. Rekl bych, Ze se nejvice blizi stylu Vancouver ¢&i MLA — piipadné m& prosim opravte.

Celkové bych doporugil pracovat s citaénim programem, coz by eliminovalo vétSinu potiZzi.

Po védecké strance byly experimenty provedeny a popsany adekvatné. V nékterych postupech
Michal vécné komentuje jisté kroky, ¢imZ prokazuje znalost provadénych metod. Aktivitni esej
zahrmovala potfebné negativni kontroly, reakce byly provadény v triplikatech a méfeni na
hmotnostnim spektrometru téZ probihalo v technickém triplikatu. Vytku bych mél ke kapitole ECso
(5.3.3.), kde by bylo vhodné uvést, jaky software (napt. GraphPad) byl pouzit pro vypocet ECso. Na

zakladg textu prace to totiz ptisobi dojmem, Ze vyhodnoceni bylo provedeno ,,okometricky*.



B. Obhajoba

Dotazy k obhajobé

1) V kapitole 4.7.2. uvadite, ze po dosazeni OD 0.6 — 0.7 byla sniZena teplota na 18 °C a exprese

proteinu probihala pies noc. Pouzival jste IPTG ¢i jiny induktor exprese?

2) V diskuzi na str. 72-73 uvadite: “Optimalni koncentrace RNA se pohybovala v rozmezi 15-30
uM. Zajimavé je, Ze kontrola bez GTP vykazovala vysokou aktivitu, kterd byla témér identickd pri
koncentraci 45 uM RNA. To naznacuje, Ze vazebné misto pro GpppN-RNA nemusi byt specifické a
dochazi také k 2'-O-methylaci RNA.”

Vzhledem k tomu, ze komplex E1-E12 je zodpovédny za N7 methylaci, nemélo by dochazet k
nespecifické N7 methylaci nez k 2'0 methylaci?

3) V diskuzi na str. 73 uvadite: “U koncentrace 0,5 uM E byla za hodinu pri laboratorni teploté
(25 °C) z 25 uM SAM proménéna pouze 0,98 uM. Enzymaticka aktivita za téchto podminek nebyla
vysokd, vyssich hodnot bychom dosdhli pri inkubaci pri 37 °C. Nicméné, pri této teploté by mohly
byt vysledky zkreslené, protoZe enzymaticka inhibice SIN by nemusela probihat spravné.*

Pro¢ se domnivate, Ze by inhibice sinefunginem (SIN) ,,nemusela probihat spravné* pii 37 °C?

Nebylo by to naopak blize patofyziologickym podminkam pii ndkaze ¢lovéka?

4) Jaké mnozstvi proteinu E1 a E12 jste béhem svych experimenti ziskaval? Je to dostate¢né pro
ptipadné testovani knihoven latek za ucelem nalezeni novych inhibitord? Bylo by mozné provést

,.high-throughput screening* vami pouzivanou eseji zaloZzenou na hmotnostni spektrometrii?

5) Planujete provadét krystalizaéni experimenty s E1-E127?

Stanovisko k opravé chyb v praci: opravny listek/oprava v textu NENI podminkou pfijeti prace

C. Celkovy navrh
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Navrhovana celkova klasifikace: Velmi dobie (2)
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