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Nézev prace: Priprava a charakterizécia koronavirusovej exonukleazy nsp14

Cile prace

» Pfiprava expresnich vektori nesoucich mutované verze nsp14 (E191A; H268A, D273A) a
mutovanou verzi nspl0FL (T5A)

* Exprese mutovanych i nemutovanych proteinti v bakteridlnim expresnim systému.

* Purifikace vSech verzi proteint.

* Charakterizace exonukleazové aktivity nemutovaného nsp14 v ptitomnosti nsp10FL,
nspl0sh a v nepfitomnosti nsp10.

* Charakterizace exonukledzové aktivity mutovanych verzi nsp14 v ptfitomnosti nspl10FL a
nemutované nsp14 v pfitomnosti mutované verze nsp10.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah préce (pocet stran): 77

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova? ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovidé tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? pfimérené
Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledki dostaCujici? ANO
Postacuje mnoZstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?  ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO
Jsou vysledky porovnévény s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy €i nédvrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO

Formalni iiroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova roverl):
Prace je prehledné ¢lenénd, v rozumné mife dopln€nd obrazky dostate¢né kvality. Zde




bohuzel nemohu posoudit jazykovou tirove.
Mém snad jedinou pfipominku k ¢lenéni prace: SloZeni pouzitych pufri je uvedeno na strané

31-32 bez odkazu v textu préce, pro ¢tenafe by bylo pohodIngjsi, kdyby se na sloZeni pufri
v textu odkazovalo.

Splnéni cilii prace a celkové hodnoceni:

Diplomova prace Bc. Michala Vaska se zabyva studiem koronavirové exonukleazy nspl14 a
jejim interakénim partnerem nsp10. Soucasti prace byla pfiprava nékolika verzi proteind
nspl4 a nsp10 a nasledné studium exonukleazové aktivity nsp14, autor si pfi jejim feSeni
osvojil fadu technik. Literarni Gvod je peclivé zpracovany a je dostateény pro uvedeni
Ctenare do dané problematiky, cile jsou jasné formulovany a v prib&hu prace byly splnény.
Experimentalni ¢ast obsahuje potfebné informace pro zreprodukovani provedenych
experimentt, vysledky jsou f4dn¢ komentovany. Vypracovanim této prace autor prokazal, Ze
je schopen jak samostatné prace v laboratofi, tak prace s literarnimi zdroji. Doporuduji, aby
tato prace byla pfijata jako podklad pro udéleni magisterského titulu.

K praci mam nékolik ptipominek viz nize.

Otazky a pripominky oponenta:

Otazky:

1) Jaké je afinita komplexu nsp14 : nsp10, pokud je zndma?

2) V préaci zmifujete, Ze nsp10 protein byl exprimovan ze 2 litrti bunééné kultury a nsp14 ze
12 litrt. MiZete uvést typicky vytéZek obou proteini na 1 litr bunééné kultury?

3) U aktivitnich eseji mate uvedené chybové usecky, v textu prace neni uvedeno kolikrat byla
kvantifikace gelu opakovéana. Z kolika méteni/opakovani usecky pochézi?

4) Na stran€ 63 (Obr. 40) porovnéavate exonukledzovou aktivitu nsp14 v nepfitomnosti a
pfitomnosti nsplOFL, nsp10sh a nspl10FL T5A. V diskuzi zmitiujete, Ze prvnich 8
aminokyselin nsp10 tvofi kontakt s nsp14, tyto zcela chybi u zkracené verze nsp10sh. Piesto
je aktivita nsp10sh vyrazné vyssi, nez aktivita nsplOFL T5A. Tuto skutenost vysvétlujete
jinou konformaci komplexu, nez ma nsp14 : nsp10FL. Bylo n&jak ové&feno, Ze vSechny tyto
varianty nsp10 interaguji s nsp14?

Pripominky:

-Uvedl jste, Ze nsp10 slouzi jako kofaktor pro nsp14. Jako kofaktor je vétSinou oznaovana
neproteinova slozka. Bylo by vhodné&j$i pouzit pojem modulator.

-U velikosti ¢astic koronaviri uvadite, Ze je v rozsahu 80-120 nm, zaroven tvrdite, Ze astice
maji pfesné 40 000 kDa, tomuto pfesnému tvrzeni bych se vyhnula.

-Vyznam jednotlivych mutaci nsp14 a nsp10 mohl byt v textu prace 1épe vysvétlen, nicméné
v diskuzi je objasnén dostate¢né.

-Udaj, ze plazmid byl natedén v pom&ru 1:500 sterilni dH20, je nic nefikajici, v textu by bylo
lepsi se mu vyhnout a ponechat pouze vyslednou koncentraci.

-Koncentrace Tris-HCI pufru v polyakrylamidovém gelu fddové stovky nM mi pfijde
podeziele nizka.

-U reverzni niklové chromatografie by bylo vhodné uvést jeji ucel, pouceny Etenéf si ale
domysli, Ze byla pouzita pro odstranéni SUMO kotvy a popf. nestépeného proteinu.

-U aktivitnich eseji neni uveden objem reakce ani nanaska na gel.
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