Posudek na bakalaiskou praci Jifiho Havrana s nazvem:
Identifikace a izolace genu kédujiciho peroxiredoxin, detoxifika¢niho
enzymu zapojeného do antioxidativni obrany klistéte Ixodes ricinus

Posuzovana prace ma rozsah 24 stran, z ¢ehoz nejvice prostoru (7 stran) je vénovano
metodam a tivodu (6 stran). To dle mého nazoru odpovida smyslu bakalaiské prace, tedy
predevsim naudit se zakladni metody v dané oblasti, naucit se pracovat s odbornou literaturou
a ziskévat potfebné informace a nakonec naucit se tyto informace zpracovat do vlastnich
publikaci. Tyto body autor spliuje.

Autor piSe vétsinou dobfe srozumitelnou ¢estinou a zvlasté v uvodu oceiiuji, ze
informace ziskané z anglicky psanych odbornych ¢lankt dokaze srozumitelné vlastnimi slovy
pievést do Cestiny. Je vidét, Ze literaturu skutecné studoval, nikoli jen otrocky prekladal.
Presto se nékde nevyhne krkolomnym piekladim (napf. na str.26 vyraz ., hem-volna thiol
peroxidazova rodina®“ , ,.formovani membranového uto¢ného komplexu* na str. 8 nebo vysoce
Luchovany* cystein — lep$i by bylo ,.konzervovany*). Necitim se opravnén posuzovat
gramatickou stranku prace, ptesto bych rad autora upozornil, Ze proliferace se pise s mékkym
1. Nyni k jednotlivym ¢astem

Uvod:

Uvod ma logickou strukturu od popisu studovaného organizmu, pies popis
fyziologickych dé&ju souvisejicich s peroxiredoxinem, az po samotné piedstaveni
peroxiredoxinu, coby enzymu vyznamného pro obranu kliStéte pfed volnymi kyslikovymi
radikaly. V této ¢asti bych uvital blizsi popis klistécich obrannych mechanizmt a podrobnéjsi
zpracovani tématu oxidativniho stresu, tfeba i na tikor popisu antihemostatickych u¢inki slin,
které s tématem az tak nesouvisi. V kapitole 1.2. autor micha dohromady klistéci a lidskou
imunitu, coZ ¢ini text trochu matoucim. Kapitola popisujici peroxiredoxin by si zaslouzila par
vzore¢ku redoxnich reakei, které enzym katalyzuje, aby bylo mozno Iépe si predstavit jeho
funkci. Doporucuji autorovi, aby se vzdy snazil citovat originalni nebo alespon ovéfené
zdroje. Citovat stranky www.cz-pes.cz neni vhodné, kdyz existuje pro dané téma plno zdroju
v odborné literature.

Cile prace nejsou definovany podle mé zcela piesné. Napfi. nebylo podle mé jednim
z cilti izolovat RNA a vytvofit cDNA, ale zjistit expresni profil genu peroxiredoxinu v tkanich
a stadiich klistéte. To je vSak jen detail.

Metody:

Metody jsou napsany srozumitelné, vétSinu pokust by bylo mozno podle pokusu
zopakovat. Vytknul bych jen klasickou chybu, neuvadéni koncentraci slozek PCR reakce. Je
dobré zminit, Ze RNA byla kontrolovana v TBE gelu, zatimco DNA v TAE. Neni Tag
polymeraza, ale Taq. Pro¢ byly zvoleny takové nazvy primeru?

V popisu nativni purifikace je psano, ze na purifika¢ni kolonu byl pfidan lyzat.
Predpokladam, Ze se jedna o supernatant. Uvedeny popis denaturaéni purifikace mi pfijde
pon€kud piekombinovany. Proteiny v lyza¢nim pufru byly nejdiive vysrazeny acetonem, aby
byly pak opét rozpustény v lyza¢nim pufru. Poté byly dialyzou pfevedeny do PBS, aby byly
opé€t promyvany roztoky s mocovinou. Pokud tak bylo u¢inéno schvalné, prosim o
vysvétleni. Pokud se jedna o metodickou chybu, jaky vhodné;jsi postup denaturaéni

purifikace by autor navrhnul? Pro¢ se pfi denaturaéni purifikaci postupné snizuje
koncentrace mocoviny?

Vysledky:

Z kolika jedinct byly izolovany tkang? Na zacatku by se hodil obrazek gelu
vyizolované RNA.

PCR produkt na obrazku 1 ma o¢ividné jinou velikost nez 756 bp. Piedpokladam vsak,
Ze se jedna o chybny popis standardu. Autor popisuje, Ze zaklonoval gen do vektoru i se




signalni sekvenci. Je to v pFipadé bakterialniho expresniho systému vhodné? K ¢emu
slouzi signalni sekvence?

Obrazky 3 a 4 by bylo vhodné spojit do jednoho obrazku. Zajimalo by mé jak byli
pFipraveni nasati samci, pfipadné s jakou aspé&Snosti samci saji na morceti?

Obrazky 5 a 6 opét spojit. V tomto piipadé na rozdil od predchoziho se nezda byt
spravné optimalizovana koncentrace cDNA podle ferritinu a dosazené popisované vysledky
jsou tim do zna¢né miry ovlivnény.

Exprese proteinu po indukci probihala max 4 hodiny. Pro¢ autor nezkusil delsi dobu
exprese? Autor popisuje nékteré optmalizacni kroky, jako napft. pfidani glukdzy do média.
Jak funguje pridani glukézy k expresnim buikam a v jakych pripadech je vhodné jeho
pouziti? Také byla prodlouzena doba ristu pied indukci. Jak se da presné zjistit ¢as, kdy je
vhodné pridat IPTG?

U obrazki 7 a 8 mi chybi popis obrazku, co obsahuje kazda druha jamka?
Zjistoval autor, do jakého kompartmentu buiky se protein exprimuje? Da se to podle
nepritomnosti overexprese alespoin odhadnout? V ¢em jsou vyhody a nevyhody exprese
do cytosolu nebo inkluznich télisek?

Diskuze a zavér jsou pomérné stru¢né, shrnuji dosazené vysledky. tj. ispésnou izolaci
a charakterizaci kliStéciho peroxiredoxinu, jeho expresi v tkanich a stadiich a pfipravu
rekombinantniho proteinu.

Dle mého nazoru se béhem prace na zadaném tématu autor naucil zakladnim metodam
molekularni biologie, jako je PCR, klonovani DNA, izolace RNA, ¢isténi plazmidu a PCR
nebo exprese a purifikace rekombinantniho proteinu. Zde je vidét nedostatek zkusenosti, coz
se v8ak u studenta bakalafského stupné déa ¢ekat a v dalsi praci lehce dohnat.

Celkove se mi prace Jiftho Havrana libila a predstavuje dobry zaklad pro pokracovani
v zapocCatém tématu v magisterském stupni. Doporucuji proto tuto praci k obhajobé.

V Ceskych Budgjovicich dne 13.1.2009

Jindfich Chmelar




