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Matéj Kucera nastoupil do laboratore imunologie vektorti pod vedenim Dr. Petra Kopacka na podzim
roku 2010. Jako bakalaisky projekt mél byt soucasti charakterizace jedné z NADPH oxidaz (DUOX),
které jsou kédovany v genomu klistéte Ixodes ricinus. Konkrétné jeho projekt sméroval k vytvoreni
polyklonalni protilatky proti rekombinantimu fragmentu zminéného DUOXu.

Prvnich né€kolik mésicu, tj. do jara 2011, se Matéj ucil zakladni laboratorni techniky molekularni
biologie. V té dobé bylo jesté jeho usili zna¢né fedéno Skolnimi povinnostmi, coz bohuzel vedlo k
nereprodukovatelnosti vysledki. Nicméné od jara 2011, kdy zacal chodit do laboratore castéji, jeho
koncentrovana prace jiz prinesla kyzené vysledky. Po ovéfeni amplifikované ¢asti 5" konce, jehoz
translatovana sekvence odpovidala pozadovanému N-terminalnimu fragmentu DUOXu, Mat¢j uspéSné
zaklonoval ve ¢tecim ramci tento insert do expresniho vektoru pET100. Nasledna bakterialni exprese
(E. coli BL21) vedla, za podminek zminénych v bakalarské praci, k agregaci do inkluznich télisek,
které se podafilo Mat&jovi rozpustit vysokomolarnim chaotropnim &inidlem a purifikovat na Co”*
koloné. Dany fragment se podafilo ¢aste¢né renaturovat. Tento ¢aste¢né roztok/¢astecné suspenze
DUOX fragmentu byl pouzit pro imunizaci kralika pro zisk polyklonalnich protilatek. Specifitu
antiséra Mat€j ovéril pomoci metody Dot blot. Timto Matéj splnil zadany tkol, ktery mél slouzit pro
sepsani jeho bakalarské prace a vytvofil si tak vychozi material pro jeho magistersky projekt. Nicméné
s rostoucim Casem, ktery travil Matéj v laboratofi rostla nejen jistota s jakou jednotlivé experimenty
provadeél ale i zvidava touha po odhaleni skute¢né funkce daného enzymu in vivo. Navrhli jsme tedy
experiment zahrnujici umélé kapilarni sani mikrobialni suspenze. Ze studii provadénych na drosophile
a komarovi je znama funkce DUOX ve stievnich epitelech, kde produkujici H,O, pomaha regulovat
mnozstvi at’ uz komenzalnich nebo patogennich mikrobt. Matéjovo cilem bylo zjistit, jestli pfi
mikrobialni stimulaci dochazi k regulaci transkripce genu pro DUOX a dale, zda-li se lisi uroveri
transkripce po sani suspenze zivych a mrtvych bakterii. Hladina transkriptt poté ovéroval pomoci RT-
PCR.

Matéj Kucera se béhem svého bakalarského projektu seznamil s pomérné Sirokou $kalou metod,
zahrnujici praci s nukleovymi kyselinami: jejich izolace (totalni RNA, plazmidy), amplifikace
specifickych fragmentii (PCR), transformace do bakterialni bunky. Dale pak prace s proteiny:
heterologni indukovana exprese, izolace, purifikace, separace a detekce proteint. Zvladl i naro¢ny
experiment s Zivymi kliStaty a detekci zmén na molekularni urovni ve stievé klistéte . ricinus.

Matéj prezentuje své vysledky v bakalaiské praci, ktera je sepsana velmi solidné. V tvodni ¢asti
ocenuji, ze Matéj prostudoval detailné nékolik zasadnich praci, u kterych pak cituje vysledky
Jednotlivych experimenti. V zadném pripadé se nejedna o ¢astou kompilaci abstraktii. Metodicka Cast
Jje zpracovana velmi precizné. Bez jakychkoli problémt muze tedy byt jakykoli experiment
zopakovan. Vysledky jsou prezentovany v logickém sledu, s dobfe upravenymi obrazky. Diskuze je
zaméfena velmi vécné, kde Matéj diskutuje zejména vysledky experimentu s mikrobialni stimulaci.

Mnozstvim, naro¢nosti a prezentaci svych vysledki Mat¢j urcité splnil pozadavky kladené
Prirodovédeckou fakultou JU na experimentalni bakalaiskou diplomovou praci, jako jednu z
podminek pro udéleni titulu bakalar.
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