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(1) FORMALNi POZADAVKY

Celkovy rozsah prace (pro bakalafské prace min. 18 stran, pro diplomové prace min. 25
stran), vyvaZenost rozsaht jednotlivych ¢asti, logicka struktura prace (u experimentalnich
praci doporuceni pro teoretickou ¢ast do 1/3 celkového rozsahu)

Kvalita literarni reSerse (pocet pouzitych plivodnich pramennych zdroj(, vhodnost vybéru,
aktualnost zdrojl)

Spravnost pouzivani cita¢nich odkazi (pfitomnost necitovanych Gdajd, dodrzovani
jednotného stylu citaci, pouZivani oficidlnich zkratek ¢asopist)

Graficka Gprava textu a obrazkd
Uroven souhrnu/anotace (i v angli¢ting)
Jazykova a stylisticka uroven, respektovani platného nazvoslovi

Spravnost a tplnost popist u obrazki a tabulek (srozumitelnost bez zfetele k ostatnimu
textu, vysvétleni znacek, jednotky uvadénych velicin)

Formalni pozadavky — body celkem

(2) VECNE POZADAVKY
Splnéni cilli prace

Schopnost porozumét vysledktim, jejich interpretace a jasny popis, srozumitelnost
diskuze a zavérd

Nehodici se Skrtnéte

Bodovy rozsah Body

hodnoceni?

0-3

0-3
0-3
0-3
0-3

0-3

1.5

1.5

14

1.5
1.5

Bodovy rozsah hodnoceni: 0-nevyhovujici, 1-vyhovujici, 2-praimérné, 3-excelentni. U teoretickych praci hodnot'te

jenom (1) Formalni pozadavky, u experimentalnich praci i (2) Vécné pozadavky a u praci v cizim jazyce i (3)

Jazykovou urovei prace v cizim jazyce.



Uroveii diskuse — interpretace vysledkd, zafazeni do kontextu v literatuie (absence 0-3 2
diskuze vysledkd s literaturou je nepfijatelnad)

Logika postupu pfi vlastni vyzkumné praci 0-3 2
Uplnost popisu pouZitych metodik 0-3 15
Experimentdlni narocnost prace, samostatnost pfi praci 0-3 2
Uroven zpracovani experimentélnich dat 0-3 15
Aktudlnost pouzitych metod 0-3 2
PFinos prace pro obor a publikovatelnost vysledkii (po pfipadném doplinéni) 0-3 3
Vécné pozadavky u experimentalnich praci — body celkem 17

(3) PRACE V CIZiM JAZYCE

Jazykova a stylisticka troven 0-3

CELKEM BODU (MAX/ZiSKANYCH) 48 ‘ 31

Komentar oponenta: Hlavnim tématem predlozené magisterskd prace bc. Lucie Charvatové
je priprava rekombinnatniho inhibitoru serinovych proteaz (Iripinu-4) z klistéte Ixodes ricinus.
Magisterska prace ¢itd 60 stran a je rozdélena na kratky avod (8 stran), cile prace (1 strana),
material a metody (18 stran), vysledky (23 stran), diskuzi (3 strany), zavér (1 strana) a seznam
literatury (6 stran). Prace je psana v ceském jazyce ale obsahuje mnozstvi anglickych vyraz(, které
muzou byt prelozeny (napf. colony PCR, Large —scale exprese) ¢i nevhodnych preklad( (afinitni
pryskyfice). Autorka ve své praci popisuje pripravu rekombinantniho iripinu-4, ndslednou
optimalizaci produkce rekombinantniho proteinu v bakteridlnim expresnim systému, purifikaci
pomoci afinitni a gelové chromatografie. V posledni ¢asti své diplomové prace autorka testuje
inhibici rekombinatniho iripinu-4 v{ici vybranym protedzam. Ziskané vysledky jsou spiSe pilotni a
bude zapotrebi je ovéfit.

Pfipominky a dotazy, na které ma student/-ka reagovat pri obhajobé. Chyby, na které si
ma davat student v budoucnu pozor:

1 — Autorka v Uvodu zminuje, Ze , ke kontrole aktivity protedz slouzi inhibitory“. Zna autorka
i jiné zpusoby, jak muUze byt aktivita enzyma regulovana

2 — Schéma na obrazku €. 1 je celé v anglic¢tiné. Vzhledem k tomu, Ze se autorka rozhodla
psat praci v ¢eském jazyce, doporucoval bych ji pro pristé toto schéma predélat. Neni to tak moc
komplikované a v prezentovaném stavu to pusobi spiSe rusivé.

3 —V tabulce ¢. 1 autorka uvadi seznam vSech chemikalii, které pouzila béhem své prace. Za
ne moc Stastné zvolené povazuji ¢lenéni chemikalii dle experiment(l, nebot ne viechny chemikalie
se pro danou metodu pouzivaji. Napr. Ib medium a ampicilin nejsou soucasti colony PCR. Tim se
tabulka stava (aspon dle mého nazoru) Spatné prehlednou. Nékteré chemikalie v tabulce navic
chybi (napft. pouZiti vzorkového pufru pro pripravu SDS PAGE vzorkd nebo LB plotny)

4 — U gradientové PCR autorka udava poutZiti 0,5ul templatu, ale neni jasné o jaky templat
se jedna. MUze to autorka specifikovat.

5 — Kapitola Material a metody mi pfijde Spatné napsana a obsahujici znacné mnozstvi




nejasnosti. Nékteré metody (napi- 3.7 Rozmérove vylu¢ovaci chromatografie neobsahuji témér
zadny postup a pochybuiji, ze by byl nékdo schopen tuto metodu zopakovat). Celkové jsem z této
kapitoly nabyl dojmu, Ze autorka si v pouziti jednotlivych metod neni Gplné jista.

6 —V kapitole 3.2.5 restrik¢ni reakce autorka zminuje, Ze pouzila 1ug DNA a Stipanou DNA
vymyvala do 100ul vody. V nasledujici kapitole ale uvadi, Ze ziskala koncentraci 39,5 ng/ul (to by pfi
objemu 100ul dalo témér 4ug DNA).

7 =V kapitole 3.3 Pilotni exprese autorka uvadi Ze, kultury inkubovala pfi definované
teploté na 150rpm. Proc jste zvolili zrovna tyto otdcky? Standardné se pouziva 200-220 rpm. U
pilotni exprese mi chybi ne-indukovana kontrola. Délala jste ji? Bez této kontroly je velmi tézké
vyhodnotit produkci proteinu. V této kapitole taky autorka pise, Ze pelety obsahujici inkluzni téliska
re suspendovala v PBS a povafila pred dalSim postupem. MuZe mi autorka vysvétlit, pro¢ k tomuto
kroku pftistoupila?

8 — Kapitola 3.5 large-scale exprese, autorka uvadi, Ze pfipravila do 2.5L kultiva¢nich banék
1,9L média. Standardné se pridava ca 13 objemu lahve. Nejedna se o chybu?

9 — Ve stejné kapitole 3.5 uvadite, Ze jste testovala 5 roztokl pro ,nejvhodnéjsi uskladnéni
peletu”. Neni mi moc jasné, co bylo zamérem. Proc jste vybrala zrovna tyto roztoky, nékteré se od
sebe lisi pouze 0 0,5 pH a to nebude mit na ,,uskladnéni pelet(” Zzadny vliv. Vyhodnoceni vysledku
pomoci méreni koncentrace proteini mi nepfijde nejvhodnéjsi, nebot nevypovida nic o
pfitomnosti poZadovaného rekombinantniho iripinu-4. MUzZete mi vysvétlit raciondle tohoto
experimentu? Proc jste testovala ,uskladnéni pelet“? Co bylo Vasim cilem?

10 -V kapitole 3.6 Afinitni chromatografie piSete, Ze jste bunécény pelet rozpoustéla
v solubiliza¢nim roztoku 3, ddle jako elu¢ni pufr. MliZete specifikovat sloZeni pufru, ktery jste
opravdu poutzila? SloZeni sol. Roztoku 3 a EP je jiné (dle Vasi tabulky). Chybi mi zde detailné&jsi
informace ohledné postupu. Neni jasné, zda byl pouzit gradient, ¢i jen krokova eluce, jaky byl ,flow
rate”, informace o pfipravé kolony a typu pouzité kolony jsou jen ¢aste¢né. Navic dle uvedeného
postupu afinitni purifikace nebude fungovat. Vite pro¢?

11 -V té samé kapitole uvadite, Ze jste nerozpustnou bunécnou frakci rozpustila
v solubilizaénim roztoku, nasledné stocila na 10 min pfi 4000g a uskladnila pFi -80. Pro¢ jste to
provadéla a jaké bylo sloZeni solubilizaéniho pufru?

12 - Kapitola 3.7 Rozmérové-vylucovaci chromatografie je velmi strohd a nedostatecna pro
zopakovani experimentu

13 — Na obr. 15-18 srovnavate pilotni expresi a produkci proteinu. Z téchto gell je dle mého
nazoru velmi tézké vybrat idedlni podminky, nebot zde nejsou neindukované kontroly. Jak si
mUzZete byt jistd, Ze se jednd o poZzadovany protein? MUzZete do obhajoby dodat fotky
neindukovanych kontrol? Celkova produkce proteinu v rozpustné frakci je velmi nizka. Mlzete
navrhnout postup, jak optimalizovat cely proces k zisku vétsiho mnozstvi proteinu? (mimo navyseni
objemu kultury).

14 - Na obr. 17 Vami oznacena Sipka miti mezi dva proteinové bandy. MUzZete fict, ktery
z téchto bandu je poZadovany iripin-4?

15 —Z obr 19 a 20 vyhodnocujete vysledek WB a pisSete, Ze nejvyznamnéjsi produkce
proteinu byla v ¢ase T8 a Ze v Case T24 produkce klesala. Z prezentovanych obrazku to ale jde velmi
tézko tvrdit, nebot je signal hodné slaby (signal u vzorku T4 mi pfijde srovnatelny se signalem v T8).

16 — V kapitole 4.3 Large-scale exprese uvadite, Ze jste provedla , large-scale expresi, tedy
intenzivni pomnoZeni bunék”. Toto oznaceni je zavadéjici, nebot buriky se budou mnozit dle
nastavenych podminek. Zde se spiSe jedna o ziskani vice bunék diky vétSimu objemu kultury.

17 -Z Obr 21 vyhodnocujete experiment tykajici se uskladnéni peletu. Mlzete mi vysvétlit,
pro¢ nemate Zadné proteiny v cytoplasmatické frakci? Co tento vysledek naznacuje?

18 — Kapitoly 4.4 Afinitni chromatografie a 4.5 Rozmérové vylucovaci chromatografie
obsahuji pouze obrazky gelt a WB (chybi zde oznaceni pfedpoklddané velikosti proteinu).



V kapitole mi chybi informace ohledné pribéhu chromatografie. MiZe je autorka ukazat pfi
prezentaci?

19 — Zavéry vyvozené z obr 24 a uvedené na strané 42 nejsou spravné. Autorka zde uvadi,
Ze nejsilnéjsi prouzek odpovidajici iripinu je ve frakci 34 a ve frakcich 35,36 a 37 sldbne. Z obrazku
je ale patrné, Ze nesilnéjsi signal je detekovan ve frakci 36.

20 — Po afinitni i SEC purifikaci autorka spojila vSechny frakce dohromady a méfila
koncentraci. Ndsledné autorka vyhodnocuje koncentraci proteinu a dodava, ze dalsi purifikaéni
kroky neprovadéla, nebot koncentrace proteinu byla po kazdém kroku nizsi (diskuze). Zde bych
chtél autorku upozornit, Ze méreni celkového mnozZstvi proteinu pomoci BCA, neni nejlepsi
ukazatel pro kvalitu purifikace. BEhem purifikace se totiz celkové mnozstvi proteinu vzdy snizuje
(odstraniujeme bakterialni proteiny), ale zaroven dochazi k obohaceni pozadovaného
rekombinantniho proteinu. Zavéry vztazené na koncentraci proteinu jsou i hodné rozebirany
v diskuzi a nepovazuji je za nejlépe formulované.

21 — Enzymatické eseje prezentované v praci se nedaji hodnotit, nebot autorka ukazuje jen
jeden graf a to jeSté bez adekvatnich kontrol. Navic autorka piSe, Ze u plazminu, elastazy a
katepsinu G nebyla pozorovana zadnd inhibice. Proc¢ autorka tyto data nevloZila do prace? Mze je
ukazat béhem obhajoby? Diskuze enzymatické eseje je hodné pilotni a ziskané vysledky je
zapotrebi zopakovat.

Zavér: Predlozend diplomova prace obsahuje mnozstvi nedostatkl a vyvozené zavéry
vyzaduji lepsi experimentalni podporu. | pfesto jsem presvédcen, Ze navzdory vsem mym
pfipominkdm a komentarliim magisterska prace bc. Lucie Charvatové spliuje podminky kladené
Prirodovédeckou fakultou JCU v Ceskych Budé&jovicich.

Praci
doporucuji*

k obhajobé a navrhuji znamku 3 .2

Y Ceskych Budéjovicich dne 09.05.2023

2 Je mozné navrhnout znamku s tim, e navrzena znamka mize byt upravena pii obhajobé (pokud se oponent

nezicastni obhajoby, v posudku navrzena znamka se do vysledné znamky nezapocitavd). Znamky: vyborné (1),
velmi dobfe (2), dobfe (3), nevyhovél (4).
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