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Prace je: experimentaini

a) Cil prace je: zcela spinén

b) Jazykova a graficka uroven: vyborna
c) Zpracovani teoretické ¢asti: vyborné
d) Popis metod: velmi dobry

e) Prezentace vysledk: velmi dobra

f) Diskuse, zavéry: dobré

g) Teoreticky €i prakticky pfinos prace: velmi dobry

Pfipadné poznamky k hodnoceni:

Diplomatka se v predlozené praci zabyva pfipravou fuznich konstruktd protozoalniho
proteinu YinP s fluorescencnim proteinem mCherry na N- a C-terminalnich koncich. Takto
pfipravené konstrukty maji slouzit k experimentalnimu ovéfeni in silico predikce subcelularni
lokalizace YinP proteinu v protozoalnim parazitu Leishmania major. Tento protein by se mohl
stat novym terapeutickym cilem pfi 1éEbé leishmanidz. Vzhledem ke klimatickym zménam,
které mohou vyustit k rozSifeni rizikovych oblasti a tim i ke zvySené incidenci leishmaniéz, se
jedna o velice zajimavé a ctivé téma. Rada bych vyzdvihla jazykovou vybavenost
diplomantky, v praci se nachazi minimum gramatickych chyb &i pfeklepu.

Teoreticka Cast je zpracovana prehledné a velice peclivé, coz poukazuje na autorcinu
schopnost pracovat s literaturou (do této kapitoly spada vétSina citovanych zdroja). Autorka
se detailné vénuje vSem aspektim souvisejicim s leishmaniézami. Nicméné nékteré
informace se zbyte¢né opakuji véetné opakovaného zavedeni jiz pouzitych zkratek (napf. o
amastigoté se obdobné informace nachazeji na str. 18, 19, 20; informace o plvodcich
jednotlivych typl leishmanidz na str. 14 a 24). V této Casti je nejvétSim nedostatkem
nedodrzovani obecné konvence v nomenklatufe gent resp. proteint (doporuceni dle HGCN
¢i NCBI), coz je ve vysledku znacné matouci (zejména na str. 29 kapitola 2.2, 2. odstavec a
obr. 6).

Metodicka Cast byla zpracovana podrobné s popisem vSech provedenych metod v€etné
jejich principll, coz je nadbyte¢né (napf. u kapitoly 4.2.7); pozor na Spatné uvedené jednotky
na str. 43 v tab. 2, kde jsou uvedeny ml misto pl. Orientaci v této ¢asti by urcité zjednodusil
obr. 28, ktery je ale v jiné ¢asti (az na str. 68).



Vysledkova ¢ast (kapitola 5 "Results and Discusion") je pfehledna s fadou tabulek a obrazkd.
Nicméné tato kapitola je spi$§ kombinaci zopakované metodiky s vysledky a zcela chybi
diskuze s komentafi vztahujici se k jinym (obdobnym) pracim. Na str. 71 je chybné uveden
titulek obrazku 31.

Dotazy a pfipominky:

Pfipominky:

Doporucovala bych dodrzovat nomenklaturu NCBI/HGCN pro zapis nazvu genu (kurzivou) a
proteinu (bez kurzivy) a citovat elektronické zdroje (v tomto pfipadé pfedevSim internetové
zdroje obrazk() dle normy CSN ISO 690, tedy bez URL adresy v textu. Pozor na
nejednotnost v pouzivani kurzivy (in silico, in vivo, Leishmania), v psani sand fly/sandfly.

V kapitole terapie leismanioz bych uvitala obrazky se strukturami pouzivanych [éCiv.

V metodice by bylo lep&i pouZivat jednotky RCF (x g) misto RPM. Nékteré obrazky ve
vysledkoveé &asti jsou (mozna jen v tisténé verzi) Spatné Citelné.

Otazky:

1) Na strané 32 resp. 33 uvadite, ze vektor pXG-mCherry12 byl konstruovan pro pfipravu N-
terminalniho fazniho proteinu. Na strané 56 resp. 58 (obr. 17) ale uvadite, Ze pf¥i pfipravé
pXG-mCherry12-YinP bylo nutno vystfihnout stop kodon, coz by odpovidalo dle béZnych
konvenci pfipravé C-fuzniho konstruktu. Mohla byste to vysvétlit?

2) Pro€ se ovérovala orientace sekvence pro mCherry (str. 55), kdyz se plasmid pXG-
mCherry12/34 pouze amplifikoval a nasledné purifikoval ze zasobni kultury? Maji snad na
pracovisti néjaké zkusenosti s urcitou nestabilitou téchto plasmidi?

3) Na str. 58 uvadite, ze amplifikace YinP se specifickymi primery pro vlozeni restrikénich
mist Notl vede ke vzniku fragmentu 2000 bp. To je pomérné velky insert, z ehoz usuzuiji, ze
se jedna i pomérné velky protein (v textu neni uvedena velikost YinP). Nemuze tedy celkova
velikost fuzniho proteinu ovlivnit folding samotného YinP a tim i jeho lokalizaci v bunice?

4) Vysvétlete rozdil mezi obr. 24 a 25.

5) Byla k ovéfeni in silico predikce subcelularni lokalizace YinP pouZita i jina experimentalni
metoda? Pfipadné jakou byste navrhla?

Celkové hodnoceni: velmi dobie, k obhajobé: doporucuji

V Hradci Kralové dne 15.9. 2016
podpis oponentky / oponenta



