Oponentsky posudek na bakalaiskou diplomovou praci Terezy Cermanové:

Molekularni klonovani a exprese serpinu Kunitzova typu ze slinnych zlaz klistéte Ixodes
ricinus

Prace se zabyva charakteristikou inhibitoru protedz Kunitzova typu, nazvaného Ixocludine 2,
ktery byl ziskan ze slinnych Zl1az I. ricinus spolu s dfive popsanym inhibitorem Ixocludine 1.
Zahrnuje pripravu rekombinantniho Ixocludine 2 v E. coli, pfipravu polyklonalni protilatky a
charakterizaci jeho inhibi¢nich vlastnosti vii¢i aktivité trypsinu. Autorka pouziva k feSeni
problematiky fadu molekularné biologickych, biochemickych a imunologickych metod. Prace
je doplnéna fadou obrazki, schémat a grafii, které ndzorné dokumentuji dosazené vysledky.
Ty jsou pak porovnavany s literarnimi tdaji v Diskuzi. Pfedkladand prace ma klasické ¢lenéni
na Uvod, Cile prdce, Materidl a metody, Vysledky, Diskuzi, Zavér a Literaturu. Je psana
srozumitelné bez jazykovych a stylistickych chyb.

K jednotlivym kapitolam:

V Uvodu autorka popisuje vztah mezi klistétem a imunitni soustavou hostitele a zabyva se
také charakteristikou inhibitort proteaz Kunitzova typu, které jsou predmétem prace. Soucasti
této kapitoly jsou 1 Cile prdce, které jsou ovsem psany heslovité a tak stru¢né. Ze je to

v nékterych bodech az matouci. Také bod - Piiprava polyklonalnich protilatek — bez uvedeni
dalSich souvislosti se jevi spiSe jako prostiedek a ne cil prace.

Material a metody — popisuje vétSinou podrobné Sirokou Skalu pouzitych metod, a je tieba
zvlaste ocenit jejich pocet. Nicméné mam k této kapitole nékolik vyhrad a dotazi. Chybi zde
Gdaje o tom, jak a kde autorka ziskavala biologicky material, jak probihaly pitvy atd. K tomu
bych se chtél zeptat — jak autorka pitvala a shromazd’'ovala trachee a hemocyty. Soucasti
kapitoly je i pfehledna tabulka — nékteré zkratky (i kdyz jsou pfevazné povédomé) v ni viak
nejsou vysvétleny (napf. SOC médium, LB agar, TAE pufr, EDTA, SDS atd.). Navic u
vétsiny metodik kapitoly neni uvedena ani citace ani jiny zdroj. Je zde také uvadéno mnozstvi
slangovych a pocesténych anglickych vyrazi — napf. bakterialni pelet, sulubiliza¢ni pufr,
stripovaci pufr, méfeni v triplikatech atd.. coz by se v ¢eském textu nemélo vyskytovat.

Pti obhajobé bych prosil o sdéleni, které metody autorka opravdu sama zvladla a které byly
provadény s pomoci kolegt v laboratofi pfipadné komer¢né.

Vysledky — v této kapitole jsou prehlednou formou uvedeny dosazené vysledky, které jsou
dobie zdokumentovany. K nim mam nasledujici dotazy a komentare:

- str. 17, obr. 7 — posledni draha je mnohonasobné¢ predavkovana, takze nelze rozhodnout

v které draze je pomér Ixocludine 2 vici ostatnim proteinim nejvyssi (jak se pravi v textu na
stejné stran¢). Také barveni gelu ziejmé neprobihalo Coomassie BB, jak je uvedeno.

- str. 17, obr. 8 — v obou drahach jsou pozitivni reakce a zd4 se, Ze u jinych proteini a u drahy
Cyt na vice mistech. Prosim o komentat.

- str. 18, obr. 9 — chybi udaje o sbiranych frakcich (objem, ¢as)

- str. 18 — je uveden udaj o piipravé polyklonédlniho séra, coz vyvolava dojem, ze bylo pouzito
Jiné sérum, nez je u blotu na predchazejici strané (obr. 8). Prosim o vyjasnéni. Co je to zkratka
NFR?

- str. 18, obr. 10 — chybi udaj co bylo naneseno na drahy ,,1:250* a ,,PS*, i kdyz lze
piedpokladat, ze §lo o purifikovany protein. Pokud tomu tak je, prosim o sdéleni, zda byla na
ob¢ drahy nanesena stejna davka. Tézko Ize vSak uvéfit tomu, Ze prvni dvé drahy byly
barveny amidoc¢erni. Poznamka — oznaceni jednotlivych drah je dosti nepraktické.



- Diskuse - autorka zde vysvétluje dosazené vysledky, srovnava je s literarnimi udaji; text je
vhodné doplnén schématy a grafy (i kdyZ napt. na obr 17 a 18 chybi popis 0s). K textu
nemam zadné dotazy.

- Zavér — zde jsou shrnuty dosazené vysledky. Osobné bych dal prednost pouze udajim, které
byly pfedmétem experimentélni ¢asti a napf. udaje o blokaci draslikovych kanalu a
imunosupresivni aktivité Ixocludine 2 bych zde neuvadél (objevuji se i v anotaci), protoze
nebyly piimo pfedmétem autoréiny prace. Autorka navic méla vice nez dost vlastnich
zajimavych vysledku, takze je to i zbytecné. Je to ale mozna pouze véc nazoru.

Obecné formalni pfipominky:

- vysledky u diplomové préce, kde je autorem jedna osoba by mély byt uvadény v 1. osobé
jednotného ¢isla — nikoliv mnozného, jak se ob¢as objevuje

- jedna se o Cesky text, nemélo by se pfi citované literature uvadét “et al.” ale “a kol.”

- mélo by se psat Malpighické trubice, ne Malphigické

- Coomassie Briliant Blue se ¢astéji piSe s velkymi pismeny (viz napf. str. 17, obr. 8)

- v textu se za teCkou déla mezera, coz neni velmi ¢asto dodrzovano (viz napf. popisy
obrazki)

Zavérem — autorka se zabyvala zajimavou & problematikou a vypracovala pfedevsim po
faktické strance kvalitni bakaldiskou diplomovou praci. kterd na mé udélala velmi dobry
dojem. Préci zatim znamkou nebudu hodnotit, u¢inim tak az na vlastni obhajob¢. Uvedené
pfipominky se tykaji hlavné formalni stranky (zde ma autorka urcité rezervy) takze plné
doporucuji praci k obhajobg, jako jeden z podkladi pro udéleni bakalaiského titulu.
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