Hodnoceni skolitele:

Magisterska diplomova prace Be. Jany Kadlecové: ,,Charakterizace a funkce transferinu
z kliStéte Ixodes ricinus*“

Jana Kadlecova zacala v nasi laboratofi pracovat na podzim 2008 pod vedenim tehdejsiho
doktoranda Ondfeje Hajduska na tématu proteini metabolismu Zeleza v klistéti. Tehdy uz
jsme védeli, ze kromé intracelularniho a sekretovaného feritinu a proteinu regulujici zelezo
(IRP1) je v genomu piibuzného klistéte Ixodes scapularis 1 gen podobny transferinu. NaSim
cilem bylo zjistit, zda a jakym zptsobem se klistéci transferin podili na pienosu zeleza

v klistéti. Pod dohledem Ondry Hajduska délala Jana relativné rychlé pokroky, brzy ziskala
celou sekvenci orthologu transferinu z /. ricinus a piipravila jeho rekombinant expresi v E.
coli. Tento pomérné velky protein o velikosti 90 kDa vSak nebyl po refoldingu dobie
rozpustny a z néjakého diivodu se rozpadal jiz béhem exprese. Pfesto jsme tento material
pouzili pro imunizaci kralika a ziskali protilatky, které sice dobfe reagovaly s pivodnim
rekombinatnim antigenem, ale nebyly jednozna¢né schopné detegovat autenticky transferin
v homogenizovanych tkanich — zda to bylo $patnou kvalitou protilatek nebo nizkou hladinou
transferinu v testovanych tkanich, dodnes nevime. Jana se spolu s Ondiejem pokusila provést
knockdown transferinu pomoci RNA interference, ale vypnuti genu nebylo spolehlivé
prokézano a rovnéz se nijak neprojevil kyzeny fenotyp v dopadu na schopnost klist'at nasat se
na hostiteli. Po odchodu Ondieje na Strasbourgu se Jana pokousela pod dohledem Lenky
Grunclové jesté pripravit rekombinantni transferin v bakulovirovém systému, ale to se jim

z né¢jakého divodu nepodarilo. Ziejme série dil¢ich neuspéchii po slibném zacatku (¢i jiné
pohnutky) Janu dost demotivovalo, takze se v laboratofi po minulé dva semestry objevovala
pomérné sporadicky. Mé se bohuzel nepovedlo ji rozpohybovat k ptivodnimu vykonu a
zaujeti. Je to Skoda, protoze Jana je bezpochyby inteligentni dévce a pokud je dostate¢né
motivovand , tak ji experimentalni prace evidentné bavi. Nakonec jsem byl rad, ze se Jané
pres Casovy stres, ktery v jejim piipadé€ byl uplné zbyte¢ny, podafilo velmi samostatné a
pomérné kvalitné sepsat tuto diplomovou préci, kterd podle mého nazoru obstoji i pred
zvySenymi kritérii Katedry molekularni biologie P¥F JU. Jeji diplomova prace snad uplné

v Supliku neskon¢i. Chtéli bychom po navratu Ondfeje problematiku klistéciho transferinu
dotdhnout do publikovatelné podoby, zejména kdyz uz tusime podle nedavno publikované
vynikajici prace o transferinu 2 v drosofile, jaka by mohla byt funkce tohoto proteinu a na
jaké fenotypy se po uspé€sném RNAIi zaméfit.

Diplomovou praci Jany Kadlecové doporucuji k obhajobé a pteju ji, aby nasla pekné
zaméstnani, kde dobfe uplatni to, co se na této Skole i v nasi laboratofi naucila.
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