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Cile prace

1. Identifikace proteinli ubikvitin-proteazomového systému interagujicich s proteinem HBc.
2. Potvrzeni specifické vazby proteinu HBc s ligdzami FBXO3 a UBE2O0.

3. Analyza vlivu ligdz FBXO3 a UBE20 na HBc.

4. Analyza vlivu ligaz FBXO3 a UBE2O na replikaci HBV.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO

Rozsah prace (pocet stran): 67

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova? ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO,
ale n¢které zkratky v seznamu chybi (napt. CDC, SUMO,
HECT, RING, PTM); u BAP1 neni vysvétlena zkratka, ale
uvedena funkce proteinu

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany?
ANO, se dvéma vyjimkami:
1. U popisu domén proteinu HBc postradam citaci ¢lanku Li et al. 2010, PLoS
Pathogens 6 (10): e1001162 (ptitom podle tohoto ¢lanku byl nejspis§ vytvoren
Fig. 4 a citace byla pouzita v diskusi).
2. Na strané 21 je uvedena citace Hubner and Peter 2012, u které neni zcela
ziejmé, k ¢emu patii. Domnivam se, Ze by zde méla byt citace Su et al. 2013,
PNAS USA 110 (43):17516-21, protoze predpokladam, Ze v diplomové praci
jsou chybné uvedeny udaje o ubikvitinaci proteinu M2 viru chiipky A (asi ma
Jjit o protein M1).
Navic fazeni vicendsobnych citaci ne vzdy dodrzuje ptfedepsana pravidla.

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO
Kolik metod bylo pouzito? cca 20
Jsou metody srozumitelné popsany?
Vétsinou ANO, ale vzhledem k poZzadavkiim na diplomovou praci je popis metod ¢asto
nedostate¢ny, napt.:
1. U bunécnych linii by mohla byt doplnéna citace a zdroj linii.
2. Neni jasné, k cemu byly pouzity dva uvedené kmeny bakterii a k ¢emu inhibitory
proteaz.
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Plazmidy nejsou popsany dostate¢né. U plazmidi s ozna¢enim Core-HA, Core-
FLAG, Core-V5/AP a GST-HBc je stejna véta o jejich vzniku bez uvedeni rozdilu
mezi plazmidy nebo odkazu, kde je mozné nalézt blizsi popis plazmidi. Nazvy
plazmidu jsou vlastné zaménény za ndzvy zdjmovych genti, které tyto plazmidy
nesou. TakZe u plazmida od OriGene jsou uvedeny jen nazvy ligdz FBXO3 a
UBE2O0, pticemz OriGene prodava fadu rtiznych plazmidi s témito geny
(Castecné uptesnéni je az v kapitole Results na str. 44-45). Navic to vede k tomu,
ze by si ¢tenat mohl myslet, Ze byly transfekovany proteiny (napft. popis . 12).

4. Neni popsan zdroj primert pro 3-aktin.

Pouzité siRNA nebyly specifikovany (neni jasné, co je minéno pojmem ,,set).

6. Ne&kde nejsou dostatecné popsany pouzité roztoky a reakéni smési (slozky a jejich
koncentrace, vyrobci vyznamnégjsich chemikalii).

7. Pii pouziti kitil je vétsinou jen odkaz na metodiku vyrobce. Casto by ale bylo

vhodné doplnit alespoil nékteré dalsi informace, napi. mnozstvi vychozich bun¢k

pii izolaci RNA, mnozstvi RNA pouzité na inkubaci s DNazou a mnozstvi bun¢k,

DNA/siRNA a transfekénich ¢inidel pfi transfekei.

U PCR neni uvedena ptiprava reakéni smési.

9. U popisu SDS-PAGE je uvedeno, zZe gely byly piipravovany podle standardniho
protokolu. Neni ale uveden zadny odkaz na tento protokol.

10. Neni popsan zdroj nebo piiprava rekombinantnich proteini GST a GST-HBc a
plazmidu s genem pro Ub-Myc.
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Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO

Je dokumentace vysledkt dostacujici? NE
V praci nejsou dolozeny vysledky plnéni 1. cile prace, tj. ,,Identifikace proteina
ubikvitin-proteazomového systému interagujicich s proteinem HBc* pomoci
hmotnostni spektrometrie.
Dale mohl byt zatazen alespon ukazkovy obrazek elektroforézy plazmida.

Postacuje mnozstvi experimentti k ziskani odpovédi na zadané otdzky?  ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkii? ANO, je diskuzi
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn):
Jsou vystizné? ANO, ale zaveérecné shrnuti o polyubikvitinaci a monoubikvitinaci je az
moc zjednodusSujici.

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Prace je celkoveé na dobré formalni Girovni, ale nékteré nedostatky obsahuje, napt.: odkazy na
obrazky nejsou v jednotném formatu (Fig. 1 vs. fig.2 vs. fig. 4), mezery pied jednotkami a
procenty nejsou vzdy spravné a popis Fig. 16 je zbytecné na 2 strandch.

Prace je napsana anglicky. Celkové neni jazykova uroven Spatnd, ale nékterd slova nebo
obraty nejsou vhodné zvoleny a obcas se vyskytuji i pravopisné chyby.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:
Cile prace byly splnény. V. Elias ptitom ziskal originalni vysledky, které rozsifuji poznatky o
interakci HBV s ubikvitin-proteazomovym systémem. Tyto vysledky tvoti dillezitou ¢ést




projektu feSeného v laboratofi Skolitele a po dal§im doplnéni maji Sanci na publikovani

v impaktovaném casopise. Bohuzel tato diplomova prace je negativné poznamenana zejm.

urovni popisu pouzitého materialu a metodik, kterym autor nevénoval dostatek pozornosti.
Zdokonalit by §la 1 kapitola popisujici a dokumentujici vysledky. Celkovy dojem vylepsuje
diskuze, ve kter¢ jsou ziskané vysledky dany do kontextu s publikovanymi udaji a autor se

také zamysli na dalsim sméfovanim pokust.

Otazky a pripominky oponenta:

K prdaci mam jesté tyto pripominky:

1. V bibliografii jsou prace autort s pocatecnimi pismeny piijmeni ,,Ch* uvedeny az za

pracemi autort s pocate¢nim pismenem ,,H®.

2. Odkaz na zdroj Fig. 1 je nedostatecny (uvedeno pouze ,,CDC 2017%), na Fig. 8 jsouu
proteinti zkratky, jejichZ vyznam nebyl nikde vysvétlen (CC1, CC2, UCH), na Fig. 9 neni
v textu odkaz, na Fig. 11 je chybny popis nékterych drah (misto Core-HA ma byt Core-
V5/AP, u obrazkl Fig. 10, 11 a 12 neni uveden proteinovy marker.

3. Udaje o vlivu proteinu TRIM22 na viry HIV-1 a IVA by mély byt uvedeny v kapitole 2.5
(ne v kapitole 2.4 vénované HBV).

4.V kapitole Material byla popsana bunécna linie HEK 293, ale podle popisu metod byly
pouzivany spis buitky HEK 293T.

5. U popisu miniprepti plazmidi je odkaz na neexistujici kapitolu 5.3.3.1. Neni vlastné ani
jasné, k cemu byly miniprepy pouzivany.

6. Pro specifikaci rychlosti centrifugace byly pouzity otacky bez uvedeni rotoru.

7. Misto Neutravidin-HRP je opakované pouzito antiNeutravidin-HRP (ptfi¢emZ nikde neni
uvedeno pouzité fedéni).

8. Horni vyfez membrany na Fig. 10 neni dostatecny na to, aby dokumentoval, Ze nebyla
zjisténa vazba HBc a FBXO3 (protoZe velikost proteini FBXO3 a UBE20 je znaéné
rozdilnd).

9. U kvantifikace vysledkil na Fig. 13b a 14b by bylo vhodné provést statistické
vyhodnoceni.

Upresiiujici otazky:
1. Minichromozom HBYV jste si pfipravovali sami nebo vdm ho dodal dr. Guo?
2. Délal jste kontrolni elektroforézu po izolaci RNA a kontrolni §tépeni plazmidi po jejich
izolaci? Mé&fil jste DNA 1 pfi vinové délce 280 nm?
3. Pro¢ musela byt kazd4 miska/lahev/desticka zkontrolovana pod mikroskopem pied
otevienim v laminarnim boxu?
4. Neslo by kvantifikovat 1 polyubikvitinaci?
5. Jaky byl odstup mezi transfekci plazmidi HBc a FBXO3/UBE20? Proc je tento postup
lepsi nez kotransfekce?
. Co znamena ,,AP* ve zkratce V5/AP (pro¢ ,,conjugated with AP* viz Fig. 11)?
. Proc¢ byla protilatka proti B-aktinu pouzita pouze u Fig. 14?
8. Jaké jsou jednotky osy Y na Fig. 15a,b? Z ¢eho na téchto obrazcich pochéazeji chybové
usecky a co vyjadiu;ji?
9. Pro¢ je na Fig. 15c jen kiivka tani pro referen¢ni gen pro B-aktin? Co vyjadiuje?
10. Proc byla u testu replikace HBV provadéna normalizace s testem XTT? Zptsobuje
replikace HBV smrt bun¢k? Nebyla by lepsi normalizace k Gi¢innosti transfekce?
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Otazky do diskuze:

1. Jaky je relativni vyskyt proteini FBXO3 a UBE2O v jaternich buiikach (vzhledem k jinym
typtim bun€k) a co je zndmo o jejich regulaci?

2. Neuvazovali jste vedle vyuziti siRNA i1 o opacném pfistupu, tj. zvySeni exprese transfekci
plazmidem nesoucim ptislusny gen?

3. Jakym zptisobem by §lo vyuzit FBXO3 k vyvoji antivirotika, jak je navrzeno v diplomové
praci? Nebylo by vhodnéjsi vyvijet inhibitor UBE20?

4. Proc€ roste produkce proteinu TRIM22 po infekci viry?

5.V diskuzi je navrZeno, Ze by monoubikvitinace proteinu HBc mohla zptisobovat pfenos
HBc do jadra a tim zvySovat replikaci HBV. U proteinu BAP1 vede monoubikvitinace
k pfenosu z jadra. Miizete to komentovat?

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

[ ] vyborné¢ [ ] velmi dobe [ ] dobfe [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




