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Skolitelsky posudek na magisterskou praci Hany Slabé na téma:

»Characterisation of novel serpin TILIr and its relatives from superfamily of serine
protease inhibitors from Ixodes ricinus tick“

Piedstavend prace je navazana na bakalaisky projekt H. Slabé ,.Identifikace genu pro
novy peptid, TILIr, s inhibi¢ni aktivitou proti serinovym proteazam v klistéti [xodes ricinus* a
je soucasti problematiky feSené v laboratofi Molekularni ekologie vektori a patogent se
zaméfenim na analyzu diferencialné exprimovanych gent indukovanych v klistéti po krmeni
krvi nebo infekci patogenem. V ontogenezi klistéte je podnétem zasadniho vyznamu sani krve
na hostiteli, po kterém nasleduje aktivace celé fady gent, jejich exprese a syntéza piislusnych
protein. Mezi geny klistéte Ixodes ricinus, jejichz exprese byla indukovana timto zptisobem,
patii napiiklad geny kodujici inhibitory proteaz.

Pfi praci nad bakalaiskym projektem z klistéte Ixodes ricinus byla izolovéana ¢ast genu
o velikosti 296 bp, ktery koduje diive neznamy protein s inhibi¢ni aktivitou proti serinovym
protedzam a obsahuje TIL doménu, ktera je dulezita pro inhibici proteaz. Ziskany fragment
genu prokéazal homologii s fadou geni koédujicich jiné inhibitory serinovych protedz nejen v
klistéti I ricinus, ale i u jinych druht klistat. Caste¢ny rekombinantni protein byl isp&iné
purifikovan. Pomoci hmotnostni spektrometrie byla potvrzena shoda piedpokladané
proteinové sekvence odvozené ze sekvenci genu a rekombinantniho proteinu po expresi v
bakteridlnim systému.

Magistersky projekt byl zaméfen na ziskani celého genu kodujicitho TILIr, analyzu
jeho genomové struktury, detekci profilu tkariové exprese genu v klistéti, ziskani celkového
rekombinantniho proteinu a ovéfeni jeho funkci. DalSim cilem této praci bylo vyhledavani
tzv. ,,piibuznych® TILIr z rodiny inhibitora serinovych proteaz v riznych vyvojovych stadiich
klistéte L ricinus a v jeho tkanich.

Po seznameni a osvojeni zdkladnich laboratornich metod bézné pouzivanych v
molekuldrni biologii zvladla Hana i dalsi vice komplikované metody uvedené v magisterské
praci.

Prace Hany Slabé byla ¢astecné podpofena grantovym projektem SGA JU.

Musim fict, ze i pfes nedostatek ¢asu (Hana stravila pilrok na Erazmu v Belgii),
dokazala Hana ziskat zajimavé vysledky a dovést praci do logického konce tak aby poslouzila
dobrym zakladem pro dalsi pokracovani studia: byla ziskana sekvence celého genu kodujiciho
TILir z Ixodes ricinus, byly objevené 2 izoformy zminéné bilkoviny, stfeva byly urcené jako
misto exprese TILIr v klistéti, byla prokdzana ptitomnost transkriptu TILIr ve vSech




vyvojovych stadiich klistéte jak krmenych tak i nekrmenych, v bakteridlnim expresnim
systému byl produkovan rekombinantni protein, ktery byl Gspé$né purifikovan na Ni-NTA
agaroze. | kdyz antimikrobialni aktivita TILIr byla pfedpovézena in silico analyzou jako jedna
zmoznych funkciondlnich vlastnosti teto bilkoviny, antimikrobidlni testy tuto predpovéd
nepotvrdily. Nicméné, bylo prokazano, ze rekombinantni TILIr vykazuje anti-trypsinovou a
anti-koagulacni aktivity a je novym ¢lenem rodiny inhibitort serinovych proteaz.

Béhem putsobeni v laboratofi se Hanka pfedvedla jako motivovany, samostatny,
zodpoveédny a cilevédomy pracovnik. I pii vétsi pracovni zatézi nad svym projektem, byla
vzdy ochotna poskytnout pomoc nebo zaskolit nove ¢leny laboratofi, coz jsme vSichni moc
ocenily. Projevila také tctyhodnou peclivost, jak pfi praci v laboratofi, tak i pfi sepisovani
vysledk.

Diky vysoké urovni znalosti angli¢tiny a schopnosti se orientovat ve velkém mnozstvi
védecké literatury, byla Hana schopna uspé$né zpracovat soucasné znalosti o inhibitorech
serinovych protedz u klist'at, Gspé$né interpretovat ziskané vysledky a porovnat je s jiz
publikovanymi 1daji. Svou magisterskou praci sepsala Hana podle vlastniho pfani
v anglicting.

Konstatuji, Ze podle mné, vSichni zadané cile praci byly Hankou usp&$né splnény.

Na zavér bychom chtéla Fict, ze prace Hany Slabé podle mého nazoru spliiuje vSechny
naroky pro ziskani magisterského titulu a doporucuji je k obhajobé.
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