Posudek na bakalaiskou praci Pauly Helebrandové

Paula Helebrandovd vypracovala a pfedklada bakalarskou praci na téma , Pfiprava
rekombinantniho proteinu NS1 viru klistové encefalitidy. Prace ma dvé ¢asti — teoreticky literdrni
prehled, ve kterém nas autorka seznamuje s flaviviry a jejich genovymi produkty — a ¢ast praktickou,
v niz predklada vysledky svych experimentt a metody, kterymi jich dosahla.

Cile prace byly vyty¢eny nasledovné:

vloZit cDNA kddujici studovany protein do plazmidu vhodného pro jeho expresi
pfipravit bunééné linie exprimujici studovany protein

nalézt optimalni podminky pro expresi a purifikaci proteinu

exprimovat a purifikovat rekombinantni protein

vysledky ovérit pomoci metody Western Blotting a MS analyzy

Prace jako celek je dobfe a srozumitelné sepséna. Autorce se v3ak nepodafilo zcela vyvarovat
nékterych stylistickych a typografickych chyb. Napt. na str. 8 v poslednim odstavci je zdvojeno slovo
,asparaginu®; usmévnd je ,prokleta frakce” na str. 29, 3. Odst. Ve findlnim textu se nepodafilo
odstranit ani véechny chyby gramatické (str. 8 odst. 2, tvary jontovy a nejontovy ¢esky pravopis
nepfipousti). Ze stylistického hlediska bych méla vyhrady i k pouzivani anglickych popisk{

v pievzatych obrazcich, stejné jako anglikanism typu ,lipidovy raft” (v Cetiné ,membranova
mikrodoména“; str. 9). PouZité obrazky vhodné ilustruji téma, nicméné minimdiné v elektronické
verzi, kterou jsem méla k dispozici bylo tfeba pouZzit zvétseni, aby bylo moZné pfeist beze zbytku
text v nich obsazeny. Vzhledem k tomu, Ze v tisténé verzi nelze takovou operaci provést, mély byt
obrazky ponékud vétsi. U obrazki 4.1 a 4.2 neni uveden zdroj — znamend to, Ze jsou autorskym dilem
uchazecky?

Literarni Gvod je sepsan relativné pfehledné a srozumitelné. Ocenuiji, jak se autorka dokdzala
vyporadat na pomérné omezeném prostoru s tématem obecného popisu tak Siroké rodiny jako jsou
flaviviry véetné jejich genovych produktd.

Autorka v praci pouZila na bakalafskou préci Uctyhodné mnoiZstvi relevantnich zdrojd, které
jsou spravné citovany.

Metodicka ¢ast je pomérné rozsahld, odpovidd nicméné metodam pouZitym ve vysledkové
gasti. Autorka velmi vhodné pouZivé pFehledné tabulky napf. v ¢asti ,pouZité chemikalie a roztoky”
Srozumitelnost této ¢asti zatéiuje ale ob&asné poufZiti laboratorni hantyrky. Napf. si nejsem zcela
jista, co si predstavit pod vétou ,K izolaci virové RNA jsme pouZili infikovanou mysi mozkovou
suspenzi s vysokym titrem TBEV - kmene Hypr“. Byla RNA izolovana z mozku infikovanych mysi nebo
7 organové ¢i tkariové kultury? (str. 20). Taktéz je zahadné tvrzeni ,Velikostné odpovidajici useky DNA
jsme potencionalné z gelu vyfezali ...” (str. 21). Trochu Sroubované je takeé tvrzeni: ,Z dal3i purifikace
rekombinantniho proteinu NS1 jsme vyloucili lidsky faktor a spolupracovali s Laboratofi biologie
protist na pfistroji AKTA HPLC machine.” Zcela vyloucen lidsky faktor pfeci jen zatim nelze. Za trochu
neifastné povazuji rozdéleni plasmidu pcDNA 3.1 NS na ,se stop kodénem” a , bez stop kodénu”.
Oba obsahuji STOP koddny, jen v jinych mistech.



Vysledky jsou dobfe zdokumentovény. Z této ¢asti vyplyvd, Ze autorina prace v laboratofi,
pod vedenim Zkolitel(, byla pecliva a kazdy krok byl nékolikrat naleZité ovéFovan, coz je pro tento typ
prace velmi dileZité. Autorka se pokousela cilovy protein NS1 exprimovat nékolika zpisoby
v nékolika rGiznych expresnich systémech. Vysledna exprese nebyla ani v jednom z pFipadi
dostatec¢na pro dalsi praci s cilovym proteinem, coz ale rozhodné neni chybou autorky.

Diskuse je vécna, ziskané vysledky jsou diskutovany adekvatné a jsou navrzeny dalsi postupy
a fegeni problém. Cile préce byly spinény, ackoli se zatim nepodafilo dosahnout potfebné drovné

exprese NS1 proteinu.

K praci mam nasledujici otazky:

1.

5.

Na str. 8 uvddite: ,,... sekretovy protein NS1 (sNS1) s vysoce mamdzovanym asparaginem
v pozici 130 s heterogennim souborem komplexnich cukrd...” Existuji néjaka konkrétni
data o po¢tu mandzovych zbytkl a chrakteru ,komplexnich cukrl” navézanych na
sekre&ni formu NS1 proteinu? Jaky je ucel této posttranslaéni Upravy?

Na str. 10 uvdadite, Ze protein NS1 je in vivo schopen vyvolat patogenni imunitni odpovéd.
Jak konkrétné takto interakce probiha?

Na strané 27 uvadite, Ze jste vybrali buriky s optimalni snasenlivosti k antibiotiku — jaka je
optimalni snasenlivost bunék?

Na obrédzku 5.19 uvadite, Ze ,modfe oznatené aminokyseliny jsou shodné s MS“ s &im
jsou shodné Cerné oznafené aminokyseliny?

Jaky je rozdil mezi produkci proteinu v hmyzich burikach a v bakulovirech (str. 46 dole)?

Celkové hodnotim praci kladné. Autorka prokdzala dle mého nazoru schopnost pracovat
v laboratofi a adekvatné vyhodnocovat a diskutovat ziskana data. Velky pocet spravné citovanych
relevantnich a aktudlnich praci svédc¢i téZ o schopnosti préce s literaturou.

Praci navrhuji pfijmout jako préci bakalaiskou a pres drobné, hlavné formalni vyhrady,

navrhuji hodnoceni , vyborné”.
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