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Véc: posudek oponenta na disertani praci Mgr. Anas Khawaja

Praha, 22. 8. 2016
Dobry den,
dovolte mi podat souhrnnou zpravu o disertacni praci Mgr. Anas Khawaja.

Prace je psana v anglickém jazyce, ve zcela uspokojivé kvalité, je klasicky
Clenéna, a doplnéna o jeden souhrnny clanek, kde je Mgr. Khawaja uveden jako
prvni autor, a dale o dva manuskripty se sdilenym, popf. samostatnym
prvoautorstvym Mgr. Khawaja. Dle databaze PubMed, védecka prace se sdilenym
prvoautorstvym jiz vySla v BMC Microbiol., dle ustniho sdéleni Skolitele Dr. Pospiska,
druha ryze védecka prace bude brzy odeslana k recenznimu fizeni do Nucleic Acids
Research.

Presto, Ze by se dalo namitat, Ze publikacni vystup z této disertaCni prace je
spiSe podprimérny, rozsah, hloubka a kvalita této studie je dle mého soudu
bezpochyby dostateCnou zarukou védecké vyzralosti Mgr. Khawaja. K formailni
strance Ize je$té dodat, Ze jednotlivé pasaze na sebe logicky navazuji, pfehled
literatury je aktualni, graficka uprava je zdafila. Strucné feceno, bylo mi potéSenim se
s praci Mgr. Khawaja seznamit, vSe bylo jasné vysvétleno, takZe jsem ani jednou
nemél potfebu hledat skryté souvislosti i rozkryvat nejasna fakta, coz pfi slozitosti
dané problematiky velmi oceriu;ji.

Drobné poznamky:

-V abstraktu by bylo dobré rozepsat zkratky DGGE a TGGE.

- Strana 23 a 33. Dle mych informaci, GTP hydrolyza na elF5B, ke které
dochazi po propojeni vSech mezimolekularnich mustk( mezi velkou a malou
ribosomalni podjednotkou béhem ,subunit joining“, slouzi hlavné ke sniZeni
afinity tohoto faktoru na 80S ribozom, aby se z né mohl uvolnit a umoznit
zaCatek elongacniho cyklu. Nevim nic o tom, ze by GTP hydrolyza slouzila
k odstranéni elF3 a jinych elFs z malé ribosomalni podjednotky. K tomu
dochazi spontanné po GTP hydrolyze na elF2 a béhem GTP-nezavislého
pfipojovani 60S; tedy vyjma elF3, které sedi na zadni strané 40S podjednotky



a ma se za to, ze zustava navazano i na uz zkompletovaném 80S béhem
zaCatku elongace.

Druhy vlozeny manuskript neni ve zkompletované formé, chybi napf. afiliace
spoluautord, suplement. data, atd., coz je zbyte€né opomenuti.

Konkrétni otazky:

MiRNA122 vazba mezi doménu i. a ii. dle autora za urcitych okolnosti
stimuluje translaci z HCV IRES. To je pfekvapivé, oCekaval bych opak. Je
znam mol. mechanismus?

Na zakladé jakych kritérii byli vybrani pacienti s pofadovymi Cisly 4, 7, 9?
Nejen autorem diskutované uziti rGznych typd PCR polymeraz mize mit
zasadni vliv na vystup z téchto typl studii, reverzni transkriptaza nutna pro
syntézu cDNAs je znama jako jesSté vice error-prone, coz neni v praci zminéno
vUbec, nakolik mohu posoudit. Nerozumim pak argumentaci autora, ze i kdyz
je vSeobecné znamo, ze Taq polymeraza je zdaleka nejvice mutagenni, prave
tato polymeraza byla pouzita pro studii, kde byla snaha sledovat ,evoluci*
genetické diversity HCV IRES u pacientl v pribéhu infekce, tedy naroky na
presnost by mély byt maximaini.

Dal jsem si tu praci podobné si projit data u pacienta Cislo 7. Ve Fig. 4A je
uveden klon 3, ktery se v mobilité nejvice liSi od wt, v obr. 4B ale chybi.
Nebyla u n&j nalezena zadna mutace? Jak €asto bylo pozorovano, ze zména
v mobilité nebyla spojena s zadnou mutaci, a naopak byla nalezena mutace
v klonech s wt mobilitou, a jak to Ize vysvétlit?

Geneticka diversita HCV IRES u pacientd v prubéhu onemocnéni nemusi
nutné odrazet spontanni mutace, které HCV IRES v ¢ase akumuluje. Jejich
vyskyt by se dal vysvétlit i tim, Ze dany pacient byl riznymi quasispecies
infikovan jiz béhem primarni infekce. Bylo s timto uvazovano?

Conclusion 7 — Slo by ,no direct link“ vysvétlit tim, ze anti-viral terapeutika
pusobi na takovou replikani fazi cyklu HCV, ktera je zcela nezavisla na fci
IRES?

Velice zajimavy je ,long-range interactions” fenomén; Ize u néj nalézt néjaky
patern, napf. Ze mutace jisté oblasti vzdy vyvola kompenzacni mutaci sice
Vv jiné, ale pokazdé stejné oblasti? Nebo je to jev zcela nahodny?

Celkové konstatuji, Ze Mgr. Anas Khawaja ma mé plné pozehnani k obdrzeni titulu
Ph.D., a rovnéz mu preji hodné Stésti na jeho dalSi Zivotni pouti.
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