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Nazev prace:
Ubikvitin-proteazomalni systém ve studiich jeho inhibice a jeho vyuZiti v bunécné eseji
mérici aktivitu virové proteazy

Cile prace (prace je psana anglicky — uvadim tedy cile v originalnim znéni)

1) Finding a target of a novel UPS inhibitor and analysing its cytotoxicity. The UPS
inhibitor CBU79 appeared as a primary hit from the high-throughput screening of a
small molecule compound library searching for the UPS inhibitors as a potential
alternative for cancer treatment. Libraries have been used both in the way of finding an
inhibitor of the UPS in library of chemical compounds and in the way of finding a
potential target of the inhibitor with CRISPR/Cas9 genome-wide screen.

Autorka planovala ovéfit vliv CBU79 na proteinovou translaci a optimalizovat metodiku
jejiho méteni. Dale pomoci genetickych a farmakologickych inaktivaci identifikovat
biochemické drahy ovlivnéné CBU79.

2) Utilizing ubiquitin-dependent degradation process as a tool to study activation and
inhibition of viral proteases, specifically from Zika and Dengue. These are viral models
used in our laboratory at the Institute of Organic Chemistry and Biochemistry in Prague.
This assay could be further used in screening for Zika protease modulators in chemical
compound libraries.

V této metodické ¢asti projektu si autorka vyty¢ila za cil vytvofeni reportéra viralnich
proteaz.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 118

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni piehled:
Odpovida tématu? ANO (Ocenil bych vétsi literarnii prehled biologickych aktivit
virdlnich protedz)
Je napsan srozumitelné¢? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni tidaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatené a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:




Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole?  ANO

Kolik metod bylo pouzito? Tézko odhadnout (spocitat) — jedna se o metodicky bohatou praci
a pro ucely magisterského studia a diplomové prace se jedna o nadprimérmy pocet.

Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentd? ANO

Je dokumentace vysledkii dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO
Pozn. je zfejmé ze se jedna o cile komplikované a ze v rdmci diplomové prace nelze ocekavat

komplexni odpovedi — povazuji predlozené vysledky a experimenty vedouci k nim za
dostatecné k budouci, vice rigordzni, analyze téchto otazek.

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? ANO

Pozn. zejména v ¢asti zabyvajici se reportéry (a nefunkcnosti inhibitortt) bych ocekaval
hlubsi diskusi s vétsim zapojenim literatury.

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO

Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni uroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova uroven):

Formalné bych praci charakterizoval jako standardni az nadprimérnou. Uroven jazyka je na
gramatické roviné primérna a vyskytuji se v ni drobné chyby a to jak v textu (extent/d;
ubiquitin(-)dependent; analyse/analyze; multipleubiquitin - polyubiquitin; linkages serve(s);
ligases contain(s); perfo(r)med; completely death (dead?) protease a dalsi. Dale lze
identifikovat drobné chyby v popisu obrazku (Fig 17 — “-DMSO” mélo byt pravdépodobné ,,-
HPG*). Tyto chyby jsou marginalni a nemaji na kvalitu prace velky dopad.

Kwvalita obrazkt je dostatecna. U obrazku 39 by bylo optimalni i samostatné DAPI barveni —
vzhledem k rizné intenzité a piekryvu barev neni jednoznacna lokalizace jader.

Splnéni cilii prace a celkové hodnoceni:

Diplomova prace je rozdélena do dvou oddild, které spolu komunikuji skrze téma inhibice
proteaz.

Aim 1: To inspect, whether the decrease in protein translation is the cause or the consequence
of CBU79 treatment.

Autorka potvrdila transla¢né€ inhibi¢ni potencial CBU79 inhibitoru. V dalsi fazi se soustiedi
na vliv CBU79 na UPR odpovéd'. Lze ditvodné pochybovat o inhibicnim vlivu CBU79 na




UPR. Vysledky viability (obr. 18) maji diky rozptylu hodnot nizkou significanci. Navic u
hodnot, které autorka pouzivé v predeslych vysledcich (10 uM) je rozdil mezi CHOP”- a
CHOP*""* butikami zanedbatelny.

Aim 2: Identification of CBU79 target/s.

Vysledky naznacuji potencialni cile CBU79. Autorka se podilela na ptipravé ,,screenu‘.
Vétsina gent se vaze k translacni draze a jejich identifikace neni prekvapiva. Autorka
diskutuje zejména RPN10 — soucast 19S proteazomové podjednotky. Vysledku se tyka
otazka v nasledujicim oddile.

Aim3: To design and optimize the non-infectious cell-based assay exploiting the UPS for
monitoring activity of Zika and Dengue proteases.

Autorka ptipravila sérii reportérovych vektort urCenych k detekci aktivity virdlnich proteaz.
BohuZel byly tyto vektory na soucasné inhibitory téchto protedz nefunkéni. Autorka
vytvorfila béhem optimalizace celkem 18 reportérovych vektori. Vysledki se tyka otazka

v nasledujicim oddile.

Celkové hodnoceni:

Ubikvitin proteazomova draha (UPS) je cilem mnoha farmak, které jsou v soucasnosti
testovany u infekCnich, autoimunitnich i nddorovych onemocnéni. Autorka se ve své praci
zabyva dalezitymi tématy, ktera s touto drahou souviseji a snazila se najit odpovédi pomoci
relevantnich metod. Prace je odvedena peclivé a obsahuje vSechny nezbytné ¢asti véetné
rozsahlého literarniho piehledu tykajiciho se UPS.

Otazky a piipominky oponenta:

Otazka 1:Jakym zptisobem bylo normalizovano mnozstvi materialu analyzované pomoci
Click-metodologie. Jedna se mi o to, ze na vizualizaci gelu chybi kontrola, ktera by
naznacovala celkové mnozstvi proteinu - nove i “diive” syntetizovaného?

Otazka 2: Jakym zplsobem lze vysvétlit obohaceni Rpn10 sgRNA? Jestli spravné chapu
princip testovani sgRNA knihovny méli by byt obohaceny cile, které lezi ve stejné draze jako
CBU79. Rpn10 inaktivace — alespon dle diskuze v diplomové praci — ma na buiikky podobny
efekt jako CBU79 — z toho mi vychazi, ze by se jejich efekty mély potencovat a ne inhibovat.
Mozna jsem pouze Spatné text pochopil.

Otazka 3: Relativné maly rozdil, ktery vznikl po ovlivnéni EPX naznacuje, Ze jeden ubikvitin
je nedostatecny degradacni signal. Uvazovali jste o odlisnych degradacnich systémech, a
jestli ano o jakych?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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