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Charakterizace cystatinu z kliStéte Ixodes ricinus

Prace se zabyva charakteristikou cystatint z klistéti 7. ricinus (IRcystatin).
Ve své praci autor zpracoval rozsahly soubor ziskanych vysledkii klonovani a exprese
rekombinantniho IRcystatinu, zjistil jeho inhibi¢ni aktivitu proti papainu, zkoumal zavislost
transkripce na tkanové distribuci a pozitivni korelaci transkripéni aktivity s dobou sani. Navic
identifikoval dal3i dva cystatiny v kliStéti . ricinus. Prace je doplnéna fadou grafti dokumentujicich
detekci studovaného proteinu, jeho inhibiéni aktivitu a také fadou Spi¢kovych fotografii Western
blottingu, SDS-PAGE, RT-PCR. Prace ma klasické &lenéni na Uvod, Literdrni prehled, Materidl a
metody, Vvsledky, Diskuzi a Literaturu.

Uvod a_Literdrni prehled
Autor velmi podrobné charakterizuje traveni u klistat, shrnuje problematiku imunity a jeji roli
v prenosu patogenii. Piehlednou formou jsou popsané soucasné znalosti o inhibitorech proteaz a jejich
vyznam ve stievni aktivité a v jinych biologickych procesech organizmu. Autor srovnava udaje
cystatinti znamych v rostlinach, obratlovcich, parazitech, a popisuje vyznam cystatina u klistat.
K textu mam nasledujici poznamky a dotazy:
- Bohuzel neni zcela jasné, co je znamo o studovanych cystatinech klistat druhu Ixodes ricinus
z drivejsi literatury. Lepsi prehlednosti kapitoly zabyvajici se cystatinem by prospélo uvédeni
obsahlejsi informace o ziskani sekvence cystatinu /. ricinus. Jinak prace s literaturou je na
velmi dobré trovni, coz doklada i bohaty seznam citované literatury.

Materidal a metody
V kapitole Material a metodika jsou podrobné popsany jednotlivé metodiky, jejichz pouzitim bylo
dosazeno uvedenych vysledku.
- str. 16-17. Doporucuju uvést koncentrace enzymu a inhibitoru v molech.

Vysledky

Autor zde uvadi své vysledky. Tato kapitola je piehledné prezentovana.
- str. 18-19. Na obrazcich ¢islo 2-3, pfi ovéreni frakci pomoci SDS-PAGE, by mozna bylo 1épe pouzit
jesté kontrolni vzorek s nativnim cystatinem. Pro¢ nebyla definovana inhibiéni aktivita proti papainu
v jednotlivych frakci?
- str. 22-23. 7 textu neni srozumitelné, jaky IRcystatin (rekombinantni nebo ptirodni) je pouzit proti
papainu. Pro¢ autor nepouzil celkem bézné pouzivané jednotky méfeni inhibice proteolytické aktivity
Ki (Inhibitor binding constant) i IC50 (enzyme velocity by half)? V grafu (Obr.7) doporucuji uvést
molarni koncentrace inhibitoru (osa X) proti rezidualni aktivité papainu v procentech. Kapitolu
s dikazem inhibi¢ni aktivity bych doporucovala umistit hned po kapitole sexpresi a purifikaci
rekombinantniho proteinu.
- str. 22-23. Domnivam se, Ze western blot analyza homogenatu z pozdéjsich stadiich po nasati (vice
nez 5 dni) mize privést k identifikaci sledovaného proteinu s oéekavanou molekulovou hmotnosti
(15,9 kDa). Takovy experiment by ukazal kde a jak tupravy cystatinu probihaji. Podle literatury
cystatiny jsou syntetizovany jako dimerové prekurzory, které pravdépodobné byly detekované
v pokusu pét dni po nasati.

Diskuse
Vysledky jsou kriticky srovnavany s literarnimi Gdaji v Diskuzi a jsou shrnuty v kratkém Zavéru.
Autor zdiraziuje odli$nou vyznamnost cystatinu ve stfevé, slinnych zlazach a vaje¢nikach samic /.

ricinus, Gc¢ast cystatinu v immunitnich interakci.

Zavérem — Po faktické strance povazuji praci za povedenou a jednoznaéné ji doporucuji k obhajobé
Jako jeden z podkladi pro ziskani bakalaiského titulu. Pieji autorovi dalsi ispechy v badani a v ziskani
zajimavych vysledki.
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