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Oponentsky posudek na bakalaFskou praci Zuzany Kotrbové

Bakalaiska prace Zuzany Kotrbové se zabyva syntézou purint u prvoka Trypanosoma brucei
a vyuziti inhibitor nékterych enzymu této biosyntetické drahy jako léku na trypanosomiazu.
Experimentalni ¢ast prace se pak tyka dvou enzymu ze skupiny fosforibozyltransferaz (PRT),
HGPRT a XPRT, u krevnich stadii 7" b. brucei. Autorka pojala literarni reersi usporné, téma
zpracovala na sedmi stranach. Nejvice prostoru je vénovano podrobné popsané metodice
experimentd, jejichz vysledky jsou nasledné stru¢né predstaveny a kratce diskutovany. Préci
doprovéazi seznam literatury.

Deklarovanymi cili experimentélni ¢asti prace bylo:
e pripravit pro geny HGPRT a XPRT double knock-down bunéénou linii,
e piipravit buné¢né linie overexprimujici dané proteiny s v5 tagem a sledovat lokalizaci
tagovanych proteint,
e porovnat cytotoxicitu vybranych fosfonat acyklickych nukleosidi u kontrolnich
bungk a u kultur s indukovanou overexpresi HGPRT v5 nebo XPRT vS5.

Cile, kter¢ si autorka vytycila, byly uspokojivé splnény a je tieba vyzdvihnout, kolik préace

k tomu jisté bylo tfeba. O dosaZeni prvniho tkolu, uml¢eni exprese gend pro HGPRT a
XPRT, je v préaci podan nepiimy diikaz — zpomaleni ristu kultur, u nichz byla indukovana
RNAI. Lokalizace overexprimovanych proteint HGPRT a XPRT s v5 tagem byla sledovana
pomoci Western blotu na digitoninovych frakcich a pomoci imunofluorescence. Cytotoxicita
fosfonatt acyklickych nukleotidi (PMEG, S HPMPG, R PMPG) pro buiiky, u nichz byla
indukovana overexprese HGPRT nebo XPRT, byla testovana za pouziti alamar blue testu.

I. Hodnoceni experimentalni ¢asti prace

Z uvedeného vyplyva, Ze si autorka béhem prace v laboratofi vyzkousela Sirokou skélu metod,
coz ocenuji. Uvédomuyji si také, ze bakalaisky student je v laboratofi ,,v zacviku a tak
nasledujici otazky sméfuji spise k tomu, zda si autorka uvédomuje slabiny nékterych vysledkii
a zda tusi, co by bylo potieba zlepsit, jednalo-li by se o magisterskou praci nebo vysledky pro
odbornou publikaci.

1. Sama autorka zminuje v diskusi, Ze pro ovéfeni fungovani RNAIi by bylo tieba prokazat
pokles exprese obou genti na trovni RNA a proteint. Sledovani ristového fenotypu vSak
provedeno bylo. Pro¢ pouze jedenkrat? Nebo hodnoty v grafu pfedstavuji priméry z vice
experimentti?

2. U obrazku 4.5 (Digitoninova frakcionace a detekce TbXPRT_v5) by mé zajimal autorcin
nazor na to, co piedstavuje dvojity band rozpoznavany protilatkou proti v5 tagu. MiiZe
autorka vyvozovat jasné zavéry z blotli na obrazku 4.6 (Digitoninova frakcionace a detekce
TbXPRT v5), nebo by bylo lepsi frakcionaci zopakovat?




3. Podobné nejednoznacné je podle mé barveni protilatkou proti hexokinaze na obr. 4.8.
Kvalita obrazki neni takova, aby se dalo vylouc¢it, Ze hexokinaza a XPRT _vS5 jsou
lokalizovany ve stejném bunééném kompartmentu. Co si o téchto vysledcich autorka mysli,
také v souvislosti s moznou pfitomnosti C-termindlniho lokaliza¢niho signalu zminénou

v diskuzi? Hledala autorka takovy signal v sekvenci danych proteint 7. brucei?

4. Dal by se pro porovnani hodnot EC50 pro jednotlivé bunééné kultury (indukované /
neindukované) pouzit né€jaky statisticky test?

5. Co si autorka predstavuje, Ze se stane s burikou po zablokovani enzymt XPRT a HGPRT?
Jakymi enzymy muize 7. brucei chybé&jici drahy obejit? Jaké jsou riizné moznosti interpretace
vymizeni rastového fenotypu po indukci RNAI (obr. 4.2)?

6. Je znamo, zda testované ANP piekracuji hematoencefalickou bariéru?

II. Hodnoceni literarniho piehledu

Urovei literarniho piehledu mé velmi zklamala. Kromé détskych neduhi, které jsou u
bakalafskych praci bézné (fada preklepi a anglicismi, misty nespravna forma citaci), mé
nejvice mrzi, Ze v textu se opakované vyskytuji pasaze doslova pielozené z citovanych
publikaci. Piikladem budiz strana 5, na které se nachazi asi 3 véty, které nejsou piimym
piekladem ciziho textu. Kuriozni je na této strané navic ¢ast véty doslova pielozena z ¢lanku
Keough a kol., 2009 (*“ (...) lidé, kteti zdédili ¢asteény defekt v aktivit¢ HGPRT, vedou
normalni Zivot, i kdyz aktivita enzymu klesne na 3%°), u niZ je ale uvedena zcela irelevantni
citace ¢lanku Yu a kol., 2012 (ten se tyka Polo-like kinaz a ke zminénému nema zadny vztah).
Piimé prekladani textu se jednak podepisuje na bidné stylistické Grovni textu (zachovavani
anglického slovosledu apod.), jednak muze dochazet k tomu, Ze véty vytrZzené z kontextu
ztraceji pivodni vyznam. Nejdulezitéjsi ale je, Ze pii podobném piistupu mizi tvirci aspekt
préace a psani se v podstaté stava plagiatorstvim. Preklad z ciziho jazyka velkym tviréim
vkladem neni.

Otéazky a komentare k literarnimu piehledu:

7. Zajimalo by mé&, jaké nazvoslovi je spravné v piipadé ANP: v literatuie jsem se setkala
pouze s vyrazem ,,fosfonat“, nikoli ,,fosfanat“, ktery autorka standardné pouziva a ktery je
také soucasti nazvu prace.

8. Termin ,,purinova zachranna cesta® v malé anketé na nasi katedie neziskal mnoho
pfiznivel. Pokud je viibec nutné tento zavedeny nazev piekladat, pak ,,pathway* by byla spiSe
,»drdha“ a misto pon€kud emotivni ,,zachrany* se da uvazovat napt. o ,,recyklaci®.

9. U ptevzatych obrazki by ¢asto bylo dobré zasahnout do grafiky, zvyraznit to, co je
podstatné pro dany text, a adekvatné popsat (,,upraveno podle XY*). Napi. v obr. 1.3 se tak
zbyte¢né objevuji oznadeni pfenasecu a Cisla, o kterych se v legend€ nic nedozvime a ani
dozvédét nechceme, v obr. 1.4 zbylo oznaceni ,,A“ a ,,B“, které v legend¢€ neni rozvedeno,
jednotlivé vzorce v obr. 1.5 jsou pfevzaty z jinych zdroju, coz se projevuje nejednotnou
grafikou a riznym znazornénim fosfonatové skupiny.

10. Na strané 4 jako doklad tvrzeni o 7’ brucei autorka cituje ¢lanek o 7. vivax. Vhodnéjsi by
zde byla napf. studie Vandemeulebroucke a kol., 2010, ktera se tyka pitimo IG-NH u
T. brucei.

11. Na strané 5 autorka cituje studii Krahn a kol. (1997) pti popisu strukturniho rysu udajné
spole¢ného PRTazam, flexibilni smycky, ktera se po navazéani substratu uzavira kolem
aktivniho mista enzymu. Z citované studie pfitom vyplyva, Ze tato charakteristika plati pro




PRTazy typu I. Také vzhledem k dal$im hypotézam o struktute PRTaz a piipadné vazbé ANP
na n¢ (napf. na stran€ 7) by mé zajimalo, zda se autorka ¢i jeji predchidci v laboratofi
pokusili o alignment aminokyselinové sekvence PRTaz z T. brucei s enzymy, u nichz je
znama struktura. Patii TbXPRT a TbHGPRT do skupiny PRTaz typu I? Da se na zékladé¢
predikce jejich struktury pfedpokladat ptitomnost podobnych smy¢ek a podobné uspotradani
aktivniho mista enzymu?

12. Ke strané 6, ,, (...) ANP (...) by mohly pisobit jako antivirotika“: je prokazéano, ze tak
pusobi, navic minimalné ti zastupci ANP se jako antivirotika uplatiiuji i na trhu.

Tvrzeni, ze ,,ANP maji stejné jako mononukleotidy GMP a IMP purinovou bazi a fosfatovou
skupinu (...)*, neodpovida vété o nékolik fadku vyse (,,ANP jsou (...) derivaty purinovych a
pyrimidinovych bazi®).

13. K ¢asti vénované metodice:

,,s0dium acetat” je Cesky octan sodny,
,akorat®“ se v odborném textu neuziva,
»anti-my$“ a ,,anti-kralik“ je tfeba nahradit konkrétnim oznac¢enim protilatky,
»esej“ je literarni utvar, nikoli laboratorni test (anglicky ,,essay* vs. ,,assay®),
chybi uvedeni substratu peroxidazy,

zasobni fedéni poly-L-lysinu,

koncentrace tetracyklinu pro indukci overexprese,

montovaci médium pro mikroskopii (pravdépodobné néco s DAPL..),

typ mikroskopu,

puvod protilatek (vyrobce? vlastni?),

metodika sekvenace (n€kam posilano? kam?).

Bakalaiskou praci Zuzany Kotrbové doporucuji k obhajobé a ptes rozladéni ze zpiisobu psani
navrhuji s pfihlédnutim k experimentalni ¢asti prace hodnoceni znamkou 2.
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