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Oponentsky posudek na bakalaiskou praci Ivety Cervenkové

»Produkce rekombinantnich proteaz parazita Schistosoma mansoni

Predlozena bakalatska prace Ivety Cervenkové &ita 28 stran véetné seznamu literatury. Prace ma
charakteristické ¢lenéni a je rozdélena na uvod, kterému je vénovano 9 stran. Za nim nasleduje
stranka, kde autorka Ctenafe seznamuje s vytycenymi cili projektu a kapitola Material a metody (7
stran), v niz autorka predstavuje vSechny postupy, které si osvojila béhem své bakalarské prace.
Dosazené vysledky jsou rozepsany na Etyfech stranach. Pak nasleduje’l stranka diskuze, zavér a
seznam pouzité literatury vcetné internetovych zdroju.

Uvod:

V prvni ¢asti uvodu se autorka vénuje struénému piehledu zastupci ¢eledi Schistosomatidae.
Nasleduje kapitolka s taxonomickym zatazenim druhu Schistosoma mansoni (modelového organizmu)
a jeho vyvojovy cyklus. Nejvétsi cast uvodu je vénovana interakci tohoto endoparazita s definitivnim
hostitelem (¢lovékem) a jeho imunitnim systémem. V posledni kapitole ivodu autorka velmi stru¢né
charakterizuje jednotlivé skupiny proteaz (cysteinové, aspartatové, serinové...). Tato ¢ast mi piijde
trochu zbytecna a ocenil bych spise detailnéjsi popis skupiny serinovych proteaz, kterymi se autorka v
praci dale zabyva.

Uvodni &ast prace je sepsana s pfijatelnym mnoZstvim chyb, ale tenaf misty narazi na ,,kostrbatou*
¢eStinu pripominajici anglicky slovosled.

Dotazy k uvodu:

1 — Na str. 3 autorka uvadi: ,, Pomoci ostrého hrotu vejce prostupuji skrz tkané hostitele do stieva a
tim stimuluji zanétlivy proces* s odkazem na citaci Abdulla a kol., 2011. Tato prace ale popisuje novy
hepatotoxin (IPSE/alpha-1), ktery je sekretovan vajicky S. mansoni. Miize mi autorka tuto
nesrovnalost vysvétlit? Jak dochazi ke stimulaci zanétlivych procest vajicky?

2 — Na strané 4 autorka piSe: ,, Ani schistosomula, ani dospélec nejsou rozpoznavani imunitnim
systémem hostitele.” Mize mi autorka toto tvrzeni objasnit?

3 — Je znamo co zpusobuje piepnuti z Th1 na Th2 imunitni odpoveéd’ v zavislosti na schistosomdze?

Material a metody:

Kapitola je sepsana na 7-mi stranach a ukazuje, Ze se autorka béhem svého bakalaiského studia
seznamila s mnoha molekularnimi metodami od navrzeni gen specifickych primeri a PCR reakce, az
po expresi rekombinantnich proteind, jejich purifikaci a test aktivit. Bohuzel cela kapitola Material a
metody je sepsana znaéné chaoticky se spoustou nejasnych formulaci, ¢i nepfesnosti u jednotlivych
postupti.

Na autorku bych mél nékolik pfipominek a dotazi.

1 — v tabulce 3 a 4 na str. 11 jsou uvedeny pouZité primery. Zde bych ocenil, kdyby autorka barevné,
nebo jinak vyznacila restrikéni mista ¢i gen specifické oblasti a doplnila to odpovidajici legendou.

2 — Obrazky 4 a 5 na str. 12 zobrazuji sekvence obou studovanych genii a zelen€ jsou zde zvyraznény
4 primery. Ctenaf se viak v legendé ani déle v textu nedovi, o jaké primery se jedna. Mohla by mi to
autorka objasnit?




3 —tabulka 5 na str. 13 ukazuje objemové slozeni PCR reakce a jeji pribéh. Udavat pouze objemy je
podle mého nazoru zbyte¢né. Lepsi by bylo uvadét koncentrace jednotlivych komponent v reakci.

4 — v kap 3.3.2. Anotace sekvenci autorka uvadi, Ze ziskané sekvence byly porovnavany s
databazemi. Proc jste se rozhodli k tomuto kroku a neporovnavali ziskané sekvence s jiz znamymi seq.
obou genti a expr. vektori? (jde hlavné o kontrolu ¢teciho ramce a pfipadnych chyb vzniklych pii PCR
reakci).

5 —vkap. 3.3.3. K. lactis (pKLAC2) autorka popisuje klonovani do expresniho vektoru a pfipravu
expresni kazety. Z autor¢ina textu mi neni uplné jasné, jak provadéla kontrolu klonovani. Zda
sekvenovala PCR amplikon (jak vyplyva z textu) nebo izolované plazmidy (¢emuz by napovidaly
pouzité sekvenacni primery, ale chybi jakakoli zminka o jejich izolaci). MiiZze mi tuto nesrovnalost
autorka vysvétlit?

6 —Na str 15 v kap 3.5.1. Exprese v E.coli (BL21) je popsana (dle mého nazoru pouze ¢astecna)
izolace inkluznich télisek (IB). Izolace IB je navic popsana i v kap 3.8. Purifikace proteinu (str 16-
17). Oba postupy se od sebe odlisuji. Prosim autorku o vysvétleni a uvedeni celého postupu izolace
IB.

7 —kap 3.7 SDS-PAGE elektroforéza je vénovana pouze analyze vzorkl z expresniho systému K.
lactis (Stejné je tomu i v kapitole Vysledky). Je ale patrné, Ze jste tuto metodu pouzila i pro ostatni
expresni systémy. Pro¢ jste se rozhodla to takhle separovat?

Vysledky:

Vysledky predlozené bakalaiské prace jsou sepsany na ¢tyfech stranach a obsahuji 5 obrazki. V prvni
Casti vysledki autorka popisuje sekvence obou proteéz, které jsou vyobrazeny na obr. 6 a 7. Ocenil
bych zde prehlednéjsi grafické zpracovani obou obrazki s delsi legendou. K této ¢asti vysledki
postradam vice informaci tykajicich se obou proteaz napi. MW, ptitomnost ¢i neptitomnost signalnich
sekvenci, glykosilaci, cysteinovych mustki atd.

V dalsi ¢asti vysledki autorka vyhodnocuje expresi obou proteaz v jednotlivych systémech a jejich
(ne)aktivitu.

Otazky na autorku:

1 —Jaky byl vytézek jednotlivych proteaz z expresnich systéma?

2 — V metodach uvadite i expresi v SHuffle burikéach, ale jeji vyhodnoceni ve vysledcich chybi. Pro¢
3 —vkap 4.2.2 Aktivita enzymi... popisujete méfeni aktivit retkombinantnich enzymi v jednotlivych
expresnich systémech. Pro¢ jste neméfily aktivity i u proteinti exprimovanych v E. coli buiikach
BL217? Pro¢ jste méfili aktivitu pouze u jedné proteazy exprimované v systému E. coli SHuffle? Ve
stejné kapitole zmirnujete, aktivity proteazy Smp-141450 ze systému E. coli SHuffle. V zavéru ale
piSete, Ze v tomto systému se vam nepodafilo enzymy exprimovat. Miizete mi tuto nesrovnalost
vysvetlit?

4 —kap 4.3 SDS-PAGE elektroforéza pisete: ,,Na obrazku nejsou vidét zadné bandy, je tedy mozné,
ze proteazy nebyly v kvasinkovém systému K. /actis viibec exprimovany, nebo jsou v prostiedi
vnéjSiho média nestabilni.” Obr 10 ale obsahuje spoustu bandi. Jak byste ovéfila, zda doslo k expresi
Vasich proteinti?

Diskuze:

Jednostrankova diskuze pfipomina spise zavér, kde autorka stru¢né shrnuje své dosazené vysledky.
Dotaz:

1 — Proc jste purifikované proteiny z expresniho systému E. coli nerefoldovali a nepouzili k dalSim
studiim rekombinantnich proteint a produkci protilatek? (specifické protilatky by Vam vyrazné
usnadnily detekci rekombinantnich proteinti v expresnich systémech)

Z bakalaiské prace Ivety Cervenkové je patrné, e autorka pouzila béhem svého bakalaiského studia
velké mnoZzstvi molekularnich metod a stravila v laboratofi spoustu ¢asu. Bohuzel prace mne
nepiesvédéila o tom, Ze autorka viem metodam zcela porozuméla. Chtél bych zde ocenit hlavné to, ze
se autorka rozhodla pro experimentalni bakalafskou praci a jsem piesvédcen, Ze ziskanych znalosti v
budoucnu vyuZije. Musim taky poznamenat, Ze primarnim tkolem autorky bylo seznamit se s




Jjednotlivymi metodami v molekularni laboratofi a produkce rekombinantnich enzymi, coz se ji v
piipadé expresniho systéme E. coli podaftilo.

Pies vSechny mé otazky a pfipominky se domnivam, ze predlozena bakalarska prace spliiuje veskeré
podminky kladené Pfirodovédeckou fakultou JCU a tudiZ ji doporu€uju k obhajobé.

Préaci hodnotim znamkou 2 — 3 v zavislosti na prezentaci a reakci autorky na mé dotazy.

V Ceskych Budgjovicich 18.5.2012 Zdenek Franta




