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Oponentsky posudek na bakalaiskou praci Petra Franty
Exprese rekombinantniho katepsinu C — travici endopeptidazy kliStéte Ixodes ricinus

Prace Petra Franty ma 33 stran a po formalni strance odpovida standardim PiF JU. V Gvodu
je velmi struén& popsan zivotni cyklus a vyznam studovaného organismu. VE&tSina Gvodu je
vénovana vzhledem k praci relevantnéj$im informacim, totiz popisu traviciho procesu u
klist&te. Ten je popséan v logickém sledu od prib&hu piijmu krve az po enzymatickou
degradaci hemoglobinu, které se ucastni katepsin C. Jedna kapitola se zabyva detoxifikaci
hemu. Autor pise, Ze klist€ shlukuje hem do nekrystalickych agregatu (str. 8, prvi fadek) a
poté do hemosomu. Na stran€ 5 v8ak v popisu obrazku mluvi o formovani krystalickych
agregatil. Jak to tedy je? Déle nas autor struéné seznamuje s klasifikaci a funkei protedz u
riznych parazitii i s mechanismem piisobeni cysteinovych proteaz, kam katepsin C spada.

Cile prace jsou stanoveny jasné a zvoleny realisticky tak, aby bylo mozno je dokon¢it béhem
bakalaiského studia.

Cast Material a metody je napséna srozumitelng a zaroveti stru¢ng. V oddilu Material a
metody bych osobné dal pfednost sepsani seznamu pouzitych chemikalii a kith pred
vypisovanim sloZeni pufri do jednotlivych pasazi. To je v3ak Cisté véc vkusu. Autor si
vyzkousel Sirokou Skéalu metod, z nichZ nékteré (konkrétné PCR) si zifejmé& natolik osvojil, Zze
nepovazuje za nutné je zminovat ©, ptesto si myslim, ze v bakalaiské praci by postup PCR
mohl byt zminén. Podrobnéji je popsan postup piipravy, izolace a purifikace rekombinantniho
proteinu, kde se nepostupovalo podle navodi ke kitiim, ale podle optimalizovaného postupu.

Ve vysledcich nebo v ivodu mi chybi alespon stru¢na charakterizace proteinu. Obr. ¢. 5
uvadi, Ze pouze 4 z 16ti produktli byly pozitivni. Z obrazku se v$ak zda, Ze pozitivni by mély
byt viechny klony. Jak si autor vysvétluje, ze ostatni vektory byly prazdné?

U obrazku €. 8 bych ocenil i proteinovy profil, aby bylo mozné Iépe vidét specifitu protilatek.
Podle obrazku se zda, ze u neindukovanych bakterii neprobiha $tépeni rekombinantu tak silng,
jestli viibec. Je mozné, Ze by tato proteolyza byla néjak ovlivnéna indukci IPTG? Na str.
26 je zminén vytéZek proteinu, ktery je vSak jesté pred refoldingem. Jaka byla aéinnost
refoldingu, resp. kolik spravné sloZzeného proteinu se podarilo ziskat?

Vytézek protilatek byl 50 mg nebo ug na ml? Pfedopkladam Ze o gramy se nejedna (str 27,
posledni fadek). Obrazek ¢. 12 ukazuje, Ze metoda purifikace protilatek skute¢né funguje.
Byly jednotlivé frakce protilatek smichany?

Na posledni strané autor tvrdi, Ze katepsin C nebyl ve stievé nalezen v aktivni formé z divodu
nepritomnosti katepsinu L, ktery by mél IrCC aktivovat. Je nepravdépodobné, Ze by tam
skute¢né€ aktivni enzym chybél. Prosil bych o podrobnéjsi diskuzi toho, jak je moZné, Ze
byl detekovan jen proenzym a jak by se tedy jinak mohl IrCC aktivovat.

Price je celkové napsana struénym a jasnym jazykem, bez zbyteéného textu navic, tedy tak,
jak by se mély psat odborné ¢lanky. Autor se v prib&hu bakalaiského studia naucil spoustu
zakladnich metod, které mu pozd€ji umozni pracovat samostatné a pohybovat se s jistotou
v laboratofi. Praci Petra Franty urcité doporu¢uji k obhajobé pfed piislugnou komisi.
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