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Oponentsky posudek na bakalarskou praci Ivany Pokorné
»PFiprava rekombinantniho inhibitoru serinovych proteaz z klistéte Ixodes ricinus*

V préci autorka fesi problematiku inhibitoru serinovych proteaz IRS-1 a IRS-8 pfitomnych ve
slinnych zlazach klistéte Ixodes ricinus.

Jako cil si autorka urcila produkci rekombinantnich serpinti v bakulovirovém expresnim systému a
zpracovani literarniho prehledu o uloze serpint ve slinnych zlazach klistéte Ixodes ricinus.

Prace je prehledna a pomérné srozumitelna. Ma 45 stran, tradi¢ni Clenéni a svym rozsahem
odpovida narokim na bakalaiskou praci. Autorka splnila vytyCené cile prace a vysledky uspésné
sepsala a diskutuje s mnozstvim literarnich zdroju.

K praci celkové mam tyto vyhrady: Ackoli je az na vyjimky bez gramatickych chyb a preklept,
cestina je zejména v kapitole uvod velmi kostrbata, v kapitole material a metody bych uvitala piehled
pufri v tabulce misto v samostatnych odstavcich textu, ve vysledcich pak autorka nékteré grafy
pribéhu ¢isténi proteinu uvadi a jiné presunuje do priloh. Graficky je prace uhledna s piehlednymi
tabulkami a obrazky.

U jednotlivych kapitol mam tyto pfipominky:

Uvod:

Jak jsem zminila je Gvod kostrbaty a vzhledem k tomu, Ze autorka ma jako cil uveden literarni
piehled, pfijde mi Gsporny. Na str. 2 se autorka zamotala do pojmi domény a rodina proteind, do
kapitoly 1.4 nazvané Inhibitory serinovych proteaz ve slinach klistat je nelogicky vloZeno pojednani o
vakcinach (str.3). Kdo je vlastné kdo u serpini: Iris (Leboulle et al., 2002), IRS-1, 2, 4, 8 a IRIS-2
(Chmelaft, 2005)?

Material a metody:

U navrzenych primeri pro amplifikaci a ligaci do bakulovirového plazmidu bych uvitala
znazornéni restrikénich mist, his-tagu a genspecifickych useki. U templatu neni uvedeno z kterého
dne sani je dana cDNA. Schéma PCR mé zaujalo teplotou nasedani, skute¢né takto dlouhé primery
nasedaly pfi 50°C (str.7)? Pfi dalsi PCR poté autorka uvadi teplotu 55°C (str.11). V tabulce II., stejné
jako v celé praci, by méla autorka sjednotit nazvy genti (IRS-1 HT v. IRS1-HT). Na str.10 je chybné
uvedeno slozeni LB ampicilinovych ploten, u tekutého LB media chybi koncentrace ampicilinu
(str.11). Centrifugace bakterialni kultury probihala ziejmé pfi 16000 x g ne pfi 16 g, jak uvadi autorka
na str.12. Zde bych se chtéla zeptat, pro¢ autorka sekvenuje gen-specifickymi primery a ne Bacl a
Bac2 primery pro pBacPAK9 plazmid? Dale pak, pro¢ autorka pouzila rozdilné kobaltové kolony
(TALON Superflow Metal Affinity Resin v. HiTrap IMAC FF) pro purifikaci proteinu? Jak byly
vybrany enzymy pro biochemickou analyzu serpinu IRS-1?




Vysledky:

Geny IRS-1 a IRS-8 byly oba zaklonovany do pBacPAK®9, ale poté IRS-8 neni déale analyzovan,
pro¢? Predpokladana velikost proteinu IRS-1 byla 46kDa, jaka byla skute¢na velikost rekombinantu?
Pro¢ druhé exprese neprobéhla v takové miie jako prvni experiment? Protein z které exprese a které¢ho
¢isténi byl vybran pro biochemickou analyzu a pro¢?

Diskuze:
Biochemicka analyza IRS-1 podle autorky naznacuje, Ze se jedna o vyznamny imunomodulaéni
protein, prosim o blizsi vysvétleni? Jaké budou nasledné experimenty? Co bude se serpinem IRS-8?

Autorka sepsala literarni piehled, zvladla expresi proteinu v bakulovirovém expresnim systému,
Jjeho purifikaci a analyzovala biochemické vlastnosti IRS-1. Pfes vSechny pfipominky, které k této
praci mam, jsem presvédcena, ze predlozena prace spliiuje naroky Prirodovédecké fakulty JU na
bakalafskou praci, proto ji doporucuji k obhajobé jako jeden z pfedpokladi udéleni titulu Bakalar.
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