Oponentsky posudok bakalarskej prace Pavliny Kocovej s nazvom: Identifikace
diferencialné exprimovanych proteinu v sav¢ich buiikach v pribéhu infekce virem

s vyuzitim bioortogonalni chemie (L-azidohomoalaninu).

Ciel'om predlozenej bakalarskej prace bolo vyuzit' pomerne novii metodu zvanu BONCAT
(bioorthogonal non-canonical amino acid tagging) na identifikaciu novo-syntetizovanych
proteinov v glioblastdmovej bunkovej linii po infekcii virusom kliest'ovej encefalitidy.
Principom metddy je metabolické znacenie buniek so syntetickym analégom metioninu -AHA
a nasledna ¢lick reakcia’, pri ktorej azid reaguje s alkynovym tagem. Pouzita metoda

predstavuje vhodnu substituciu za metabolické znacenie s radioaktivnym metioninom.

Diplomova praca €ita 36 stran, a je klasicky ¢lenéna na literarny prehl'ad, material a metody,
vysledky a diskusiu. Jednotlivé kapitoly su proporéne vhodne rozdelené a obsahovo
postacujuce. Literarny uvod, vypracovany na 10 stranach je pisany'jasne a vystizne.
Studentka popisuje princip proteosyntézy i bioortogonalnej chemie. Na 4 stranach sa venuje
taxondmii, replikacnému cyklu a patogenéze virusu kliestovej encefalitidy. Metddy,
obsiahnuté na 7 stranach st zrozumitelné, no miestami pripominaju skor protokol a naopak
niektoré udaje chybaju (viz pripomienky nizsie). Vysledky su prehl'adne spracované, popisky
k obrazkom a tabul’kam st vystizné. Diskusia je primerana, autorka cituje niekol’ko prac, kde

bola BONCAT pouzita. Stylisticky i obsahovo je praca na dobrej trovni.

Niekol'’ko drobnych pripomienok:

1. Str. 14 - chyba koncentracia latok pridavanych do kultivacného média

2. Str. 18 - vyraz - zaostfovaci pufr/gel — v tomto pripade by som radsej zvolila ang. vyraz -
stacking gel

3. Str. 18 (sposob pripravy gelu) - uvadza sa koncentracia jednotlivych zloziek obsiahnutych
v gely a nie objem zasobnych roztokov pouzitych na pripravu.

4. Zrychlenie sa oznacuje s malym g

Otazky:
1. Novo- syntetizované proteiny po click reakci ste znacili s biotinom alebo Alexa-Flour

488. Intenzita bandov vo western analyze je vo vzorke po click reakci a vo vzorke
oznacenej ako flow through (to ¢o ostava vo vzorke po naviazani na magnetické

guli¢ky) takmer rovnaka. Co to znamena a ako by sa to dalo vylepsit'?




2. Preco sa po vymene média ¢akalo 2 h s pridanim AHA na bunky?

3. Pozorovali ste v glioblastomovych bunkach nejaky cytopaticky efekt? Mnozi se VKE
v tychto bunkach?

4. Na zaver konstatujete, Ze syntéza proteinov po virusovej infekci bola znizena. A to na
zaklade porovnania vzoriek z roznych blotov. Intenzita zna¢ne zavisi od ¢asu

expozicie. Prebiehala detekcia v rovnakom case?

Autorka predlozila k obhajobe pracu, ktora spiiia poziadavky kladené na tento typ prace. I
ked’ sa nepodarilo identifikovat novo-syntetizované proteiny po infekci VKE, vysledky mozu
byt podkladom pre d’alsie vyladenie pouzivanej metodiky. Autorka se pocas svojho
bakalarskeho $tadia zoznamila s niekol’kymi metodami z oblasti jak molekularnej biologie tak

i imunologie, v tomto smere praca splnila svoj tcel.

Bakalarsku pracu doporucujem k obhajobe a hodnotim ju znamkou T.
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