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Komentar oponenta:

Bakalafska prace studentky Katefiny Jaklové se zabyva lokalizaci nestrukturniho proteinu
NS5 viru kli$tové encefalitidy (tick-borne encephalitis virus, TBEV) v neurdlnich lidskych burikach.
Studium TBEV je velmi zajimavé a aktudlni téma z hlediska vyskytu klistové encefalitidy na nasem
tzemi i absence specifickych anti-viralnich lé¢iv. Motivaci této prace bylo &aste€né pfispét
k objasnéni replikaéniho cyklu TBEV charakterizaci vyskytu pro replikaci esencialniho proteinu NS5
v burikich produkujicich tento protein po transfekci a v burikach pfimo infikovanych TBEV. Vybér
tématu je velmi vhodny i z hlediska moZnosti porovnani vysledkd s podobnymi lokaliza¢ni studiemi
dfive provedenymi na TBEV nebo viru dengue ze stejné Celedi Flaviviridae.

Kladné hodnotim také vybér metod pro lokalizaci vybraného proteinu. Fluorescenéni
konfokalni mikroskopie je pokroéild metoda k vizudlni lokalizaci imunofluorescenéné znacenych
proteind v burice a daldi pouZité metody (subcelularni frakcionace s BCA metodou pro stanoveni
koncentrace protein(, SDS-PAGE a metodou western blot) ji vhodné dopliiuji.

Celkovy rozsah prace (44 stran bez referenci) je vyrazné nad pozadovanym limitem pro
bakalafskou praci, ale tento rozsah je adekvatni vzhledem k mnoZstvi obrazového materidlu,
zejména ve vysledkové sekci.

V Gvodu o rozsahu 11 stran (v&etné obrazk) se studentka vénuje popisu, zafazeni a
rozsifeni TBEV, molekuldrni a genetickou charakteristikou TBEV a také popisem studovaného
proteinu NS5 véetné dosud zndmych dat o jeho lokalizaci v burice. Uvod dostateéné seznamuije
&tendfe s kontextem tématu prace a motivy pro jeho vybér, ale zavér sekce by dle mého nazoru
mohl jasnéji navazovat na sekci nasledujici, tj. stanoveni cild prace.

Hlavni i specifické cile prace jsou stanoveny jasné a bylo jich dosazeno.

Sekce Material a sekce Metodika (dohromady na 12 stranach) vécné popisuji pouZity
material, postup a metody transfekce a infekce, pfipravy vzorkd pro mikroskopii a subceluldrni
frakcionaci a vyhodnoceni pfitomnosti proteini ve frakcich pomoci SDS-PAGE a western blot. AZ na
drobné nedostatky v popisu tabulek a rovnic (podrobnéji nie) jsou tyto metody popsany



srozumitelné a v adekvétnim rozsahu. Sekce Metodika oviem mohla byt rozdifena o alespoi
strucny popis metody fluorescenéni mikroskopie a postupu sbéru dat na konfokalnim mikroskopu,
coz je stéZejni metoda této prace.

Sekce Vysledky o rozsahu 14 stran (z toho pfiblizné 9 stran obrazového materialu) ukazuje
pfiklady ziskanych dat z fluorescenéni mikroskopie a subcelularni frakcionace a shrnuje ziskané
poznatky. Cést o fluorescenéni mikroskopii je zpracovana velmi dobfe a text dostateéné vysvétluje
pfilozeny obrazovy materidl. Cést vénovand metoddm SDS-PAGE a western blot postrada
podrobné&jsi vysvétleni ukazanych dat a &enaf se v nich hiife orientuje. Sekce popisuijici vysledky
kvantifikace fluorescencniho a chemiluminiscentniho signdlu obsahuiji zajimavé grafy, u kterych ale
neni nijak komentovand zobrazend odchylka. Pfedpokladam, Ze se jedna o smérodatnou odchylku,
které se standardné specifikovat nemusi. Ale vzhledem k jeji vyraznosti ve zminénych grafech bych
doporucila v interpretaci dat odchylku alespori okomentovat a dat tak najevo, Ze ji autorka bere na
védomi,

Diskuse (5 stran véetné jednoho obrazku) ma v poméru s délkou prace adekvatni rozsah, na
kterém jsou shrnuty a porovnany vysledky sjiz publikovanymi studiemi a rozebrany mozné
arteficialni pfi¢iny nékterych z nich (napfiklad detekce signalu cytosolického markeru v téméf viech
subcelularnich frakcich). V diskusi je pfipojen obrazek porovnavajici vysledek lokalizace NS5 v TBEV
s dfive publikovanou studii v DENV (Tay et al., 2016), ktery velmi prakticky vizualné& dopliiuje text.

Celkov& plsobi tato bakalaiska prace ucelené, sdosaZitelnd stanovenymi cili a se
zvlddnutou experimentalni Casti. Prace naznaluje, e studentka zvladla praktické osvojeni
pouZitych metod a dosahla samostatnosti v jejich pouZivani. Interpretace ziskanych dat misty
nepisobi velmi presvédcivé, ale sekce Diskuse naznaduje schopnost studentky zafadit vysledky do
kontextu soucasného stavu védeckého poznani. Konkrétni vysledky této price (pfevainé
cytoplazmaticka lokalizace NS5) sice neznamenaji pfevratny pfinos ve studiu TBEV, ale i &asteéna
detekce studovaného proteinu v jadie naznaduje potencial k dalsimu studiu za pouZiti mirné
modifikovanych metod.

| pfes celkovy velmi dobry dojem jsou viak vpréici nedostatky, na kterych doprutuji
v budoucnosti pracovat a jejichi nékteré konkrétni pfiklady jsou uvedeny niZe. Text price je
srozumitelny, gramatické chyby témér zadné, preklepy sporadické, pouZité nazvoslovi odpovidajici.
Nékterd souvéti jsou oviem pfili§ komplikovana a nehodici se do odborné prace. Potencial
k vylepSeni vidim také ve zpracovani obrazki, a to jak v jejich popisu, tak i v celkovém grafickém
zpracovani. Popisy obrazkl jsou obéas pfili$ struéné a nedostatecné vysvétlujici jejich sdéleni v
kontextu s praci. Pokud obrazek obsahuje text, je €asto obtizné Eitelny. V nékterych rovnicich a
grafech chybi popis pouZitych pojmui a zobrazenych dat. Citace jsou vtextu pouZivany spravné,
oviem dstecné chybi citace pouZitého softwaru, ktera je v odbornych pracich b&#né pozadovéna, i
kdyZ se jedna o zdarma dostupnou verzi (u softwaru cNLS Mapper je uvedena citace, oviem u
Imagel chybi).

Konkrétni pfiklady vy$e zminé&nych podnéti k vylepseni:

Str. 2, obrdzek 1: Chybi popis méfitka. Rozlideni a velikost obrazku nedovoluje predist popisky
konkrétnich vétvi ve schématu, které sice ziejmé nejsou pro tuto praci podstatné, ale nepovaZuiji to
za vhodné zobrazeni v odborném textu.

Str. 2, obrazek 2: Neditelnost legendy.

Str. 9, obrazek 7: Netitelnost textu v zobrazeni domény MTazy, obrazek navic obsahuje oznaéeni
»A", které neni vysvétleno. Dale pili3 struény popisek obrazku (a bez kontextu nejasny).

Str. 10, obrdzek 8: Text v obrazku neodpovidd uvedeni vtextu prace (chybi popis subdomény
»Finger®, navic je v obrazku uveden, ale nevysvétlen pojem ,E416“).

Str. 11, tabulky I a Il: Chybi vysvétieni pojmu ,skére”. Popis parametrd by mél byt uveden, i kdy? je
dany pojem pro védce v daném oboru ziejmy.

Str. 17: V rovnici jsou uvedeny pojmy, které nejsou vysvétleny (MOI, PFU) ani uvedeny v seznamu



zkratek.

Str. 21, obrazek 10: P¥ili$ struény popis obrazku.

Str. 33, obrazek 18: Nejasny popis grafu (pismeno n oznaluje, predpokladam, pocet bunék, ale
zaroven je pouZito i v popisu osy y, coz miZe byt matouci).

Str. 35-36, obr. 19-22: V obrézcich se téZko orientuje, bylo by vhodné naznacit (napf. Sipkami), kde
autor oCekava detekci studovaného proteinu.

Str. 37, obr. 23 a 24: U téchto obrazkl chybi popis markeru.

Str. 38, obrazek 25: Rozptyl velikosti odchylky vtomto grafu je extrémni (a typ vypoctu chybové
useéky neni uveden). Napiiklad data zfrakce MEB transfekce/infekce nelze porovnavat. Je
pochopitelné, Ze vzhledem k typu experimentu, po¢tu opakovani apod. nelze o¢ekavat minimalni
odchylky, ale autorka by méla diivéryhodnost interpretace téchto dat alespon okomentovat.

Otazky, na které ma studentka reagovat pii obhajobé:
Otéazka 1: V citovaném &lanku studujicim NS5 z DENV (Tay et al., 2016) byly pouZzity jiné bunécné
linie. Jaky byl diivod vybéru Vami pouzité bunééné linie a pfedpokladate, Ze by pouziti jiné sav€i

linie mohlo ovlivnit vysledek (pfipadné pro¢ ano/ne)?

Otéazka 2: Mohla byste struéné objasnit princip fluorescen¢ni konfokalni mikroskopie a pro¢ je to
vhodna metoda k poutziti ve Vasi praci?

Otéazka 3: Mohla byste struéné a vieobecné popsat design plasmidu pfi transfekci a dale vysvétlit
divod pfitomnosti jednotlivych komponent ve Vami pouZitém plasmidu pCAGGS?

Otazka 4: V zavéru diskuse mimo jiné navrhujete studium funkci TBEV NS5 v jadie jako potencialni
smér budouciho vyzkumu. Jak by takovy vyzkum mohl vypadat (navrhované metody apod.)?

doporucuji

k obhajobé a navrhuji znamku vyborné nebo velmi dobfe. Navrh bude upfesnén podle
schopnosti studentky praci prezentovat a reagovat na souvisejici dotazy.
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