Posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Lucie Charvatové: Priprava rekombinantniho
serpinu Iripin-4 z kli§téte 1xodes ricinus a ovéieni jeho funkce.

Vedouci prace: Doc. RNDr. Jindiich Chmela#, Ph.D., PiF JU, PiF Katedra medicinské biologie,
Ceské Budgjovice
Oponentsky posudek vypracoval: RNDr. Daniel Sojka, PhD., Parazitologicky tstav BC AVCR,
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Prace Bc. Lucie Charvatové je na aktualni téma a navazuje na dlouhodobé studovana témata v
laboratofi jejiho Skolitele doc. Chmelafe. Svym zadanym rozsahem a dvéma vytyenymi cili prace
spliiuje spise naroky na bakalaiskou nez magisterskou praci PiF JU. Ac¢koliv je prace je pro laika sice
pomérné srozumitelné napsana, celkové by si zaslouzila mnohem vétsi péci a lepsi uroven — vice v
jednotlivych bodech dale v posudku. Upozoriji, Ze viibec nehodnotim negativné to, Ze autorka
nedosla k plnohodnotnym, publikovatelnym vysledkiim — to je u magisterskych diplomovych praci
bézné. To, co mi vadi je formalni a editaéni uroven této diplomové prace. Dle mého soudu autorka
selhala v tom sestavit text na solidni védecké urovni a spole¢né s obrazky (ty jsou kapitolou sama pro
sebe) nebyla schopna sestavit praci do kvalitné uspofadaného celku, coz je hlavnim smyslem
diplomovych praci. Pevné véfim, Ze kdyby si dala tu péc¢i a nechala se alespon inspirovat nékolika
voln¢ dostupnymi dobrymi diplomovymi pracemi na s podobnym tematickym zaméfenim (pdf.
dostupné online béhem sekund, z naSi laboratofe napi. https://theses.cz/id/txuvwd/, ale existuji
samoziejmé i excelentni prace z laboratofe Skolitele), nebo si alespon nechala dobie poradit, tak
béhem pomérné kratké doby (1-3 dny) by z piedlozeného celku hravé vytvofila solidni magisterskou
praci. To se vSak bohuzel nestalo... V né€kolika bodech se pokusim vysvétlit moje celkové negativni
hodnoceni:

1. Obrazky-Figures: Mén¢ znamena vice — autorka praci obohatila mnozstvim obrazku z nichz
minimalné polovina je Giplné zbytecna a navozuje to tak to dojem iimyslného maskovani faktu, ze
autorka souhrnné moc vlastni prace nevykonala. Z prvnich deseti obrazkt kapitol avod/cile prace/
material a metody je autorsky jen a pouze obrazek ¢. 5 znazorfiujici ov§em sekvence dvou PCR
primera-oligonukleotidi, které mohli byt jen v textu. Zbytek jsou vse neoriginalni obrazky sice s
odkazem "prevzato z", ale to je spiS pfitéZi obhajoby této prace: minimalné Obr. 1: "Rozdéleni
inhibitort proteaz na zékladé jejich cilové protedz" mohla autorka vytvofit sama v podobé vlastni
grafické adaptace - softwarovych licenci ha bézny graficky software nebo MS powerpoint vlastni PfF
JCU za timto Gcelem dost a schopnost je ovladat na konci magisterského programu povazuji za
samoziejmost a diplomovou praci za ukazku téchto dovednosti ke konci studia. VSechny obrazky jsou
navic evidentné vlozeny "hura" metodou "copy-paste” jako snimky z originalnich pdf. sobort, tudiz
maji nedostate¢nou kvalitu (autorka si méla ty pdf. soubory alespon zvétsit na obrazovce pied
kopirovanim tak aby dosahla lepsi kvality). Obrazky 6 a 8, GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder a
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder standardy, jsou okopirované z katalogu a patii do
laboratorniho protokolu, maximalné do bakalaiské, ne vSak do magisterské diplomové prace. Stejné
tak obrazek 9 se schématem Western blot sendvice nema v magisterské praci opodstatnéni. Navic
napsat jako zdroj do legendy obr. 6, 8 "ptevzato z Biogen Praha”, tudiz lokalniho distributora, kdyz
vyrobce je ptitom Thermo Fisher Scientific, ktery vlastni trademark a neni o ném ani zminky kromé
tabulky na za¢atku materialti a metod — nepovazuji zrovna za vhodné.

Ve vysledkové ¢asti jsou samoziejme autorské obrazky, ovSem opét jich spousta absolutné nepatii do
magisterské diplomové prace, napt. Obr. 22, 27, 30 plus a souvisejici tabulky: Kalibra¢ni kiivka BCA
Protein Assay kit uz dnes nepatii ani do bakalaiské prace, stacilo zminit v textu koncentrace proteint
ziskané BCA eseji. Navic, vétsina obrazki ve vysledkové ¢asti vykazuje premiru nedostatki:
katastrofalni kvalita jak SDS PAGE (Mobilnim telefonem na papite by to autorka vyfotila asi Iépe) tak
Western Blotu. Nicnefikajici nazvy obrazku svéd¢ici o nizkém povédomi autorky o provadénych
experimentech: ""Western blot vzorka supernatantu inkubovanych pri 20 °C". - to ma asi byt
pilotni exprese Irpinu 4 v E. coli monitorovana Western blotem za pouziti anti-his protilatek?
Neotezané obrazky s malymi neurovnanymi popiskami vloZzenymi do obrazku, nestandartné popisky
uvnitt fotek ne okolo, neusporadané, jednou popisované vzorky shora, jednou zdola ... Western blot



jednou jako bily signal na ¢erném pozadi (obr 19, 20), jendou invertovany jako ¢erné na bilém,
zbyte¢né prolinané signaly chemilumiscence (?) s kolorimetrii(?) bez schopnosti vzniknuvsi
dvouvrstevny obrazek poradné zpracovat. Ladder (Marker) se v publikacich ani v diplomovych
pracich navic ani nedava do obrazku, jen se znac¢i bokem a to tak, Ze standartné je nahote z boku
obrazku znacka kDa u proteinového ladderu a pak pod nim nasleduje vzdy hodnota s poml¢kou ¢i
Sipkou odpovidajici dané molekularni velikosti proteinu a tak bych mohl pokracovat...

2. Uroven psaného textu:

Text je v uvodni ¢asti celkem na dobré trovni, i kdyz by i Gvodni kapitola mohla byt zpracovana
mnohem 1épe — cely Gvod k tématu je vlastné reprezentovan jednou vagni vétou: "Ve své diplomové
praci jsem se zamétila na produkci a funkeni charakterizaci dalsiho serpinu, Iripin-4"- to neni
dostacujici. Nekteré definice nejsou presné nebo jsou krkolomné, napt. ** Proteazy jsou enzymy
proteolyticky §tépici ...."" Subjektivné diplomovym pracim skodi pouzity sloh zalozeny na psani v 1
osob¢ jednotného cisla: "udélala jsem, zaklonovala jsem™, "homogenizovala jsem"... Autorku zde
zbyte¢n¢ svadi k pouzivani nevédeckych obratti a k neobratnym vyjadienim. Daleko serioznéji vyzni
dle mého soudu 3 osoba nebo trpny rod: Byl amplifikovan PCR fragment, klonovan a transformovan
do E. coli, sekvenovan". Autorka navic absolutné misty nechape rozdil mezi laboratorni hantyrkou a
védeckou argumentaci. O tom svéd¢i vety typu:" ...jsem buriky rozbila pomoci French pressu a
stocila 1 h na 40 000 rcf p#i 4 °C."* nebo " V prvni jamce se nachdzi velikostni Zebiic¢ek™ (ladder)™,
""Radek proutkii oznadeny Sipkou vykazuje postupny ndriist proteinové exprese s postupujici dobou
kultivace bunék." "Ddle jsem pomoci Western blotu ovéFila, zda je protein ziskany ze supernatantu z
pilotni exprese opravdu Iripin-4 s navdzanou polyhistidinovou zna¢kou, jehoZ odekdvand velikost je
44,8 kDa." V podobném duchu se v§ak nese skoro cela prace.

3. Tabulka 1: Nazev nékteré chemikalie je vtipné pocestény (voda bez nukleaz /nuclease-free water,
néktery zase zstava v plném anglickém znéni, nadpis sloupce Firma/katalogové ¢islo asi mysli
autorka vyrobce/katalogové ¢islo? Gelova elektroforéza je i SDS PAGE... atd.

4. Misto spousty nadbyteénych dat a podrobnych metod (PCR cykly a gely s gradient PCR a kolony
PCR vhodné do bakalaiky) apod., nevhodné do magisterské diplomové prace. Absolutné chybi
piehled o tom jak vypada design rekombinantniho proteinu-vektor, jak vypada vysledny
rekombinantni proteinovy konstrukt, chybi data a popis priubéhu proteinovych chromatografii -
autorka v legendach (napt. Obr. 23: SDS-PAGE vzorki z afinitni chromatografie s inhibitory proteaz)
sice znaci "on, flowtrough a frakce ", ale kde jsou chromatografy z kterych cerpa?

5. Kapitola 4.6. ziejmé predstavuje cely druhy cil diplomové prace (ze dvou celkem?!), t. j.

"Overit funkcei rekombinantniho proteinu pomoci enzymatickych eseji enzym-substrat-inhibitor".
Cela kapitola k cili dva (ze dvou) je shrnuta do 6-7 fadek textu, kde autorka jen konstatuje, Ze Irpin-4
neinhibuje zadny z testovanych enzymu. | kdyz se jedna o negativni vysledky, tak argumentace se
vzdy musi opirat 0 solidni data a jejich spravné statistické zpracovani, tak abychom tieba mohli té
zjednodu§ené argumentaci autorky vitbec véfit. Subjektivné - v ptimém kontrastu s nadbyte¢nymi
obrazky a tabulkami v pfedchozich ¢astech - zde autorka praci doslova "odflakla™ bez sebemensi
namahy ukazat solidné navrzené eseje, jejich optimalizace (1/2 Vmax enzymu pii dané koncentraci
substratu, nebo alespoii ovéfeni linearniho pribéhu eseji ve sledovaném ¢ase inhibice), pozitivni,
negativni kontroly, atd. Chybi statisticky analyzovana data, opakovani, pouze v obrazku 31 krkolomné
nazvaném "Zavislost absorbance pfi 410 nm na Case reakce granzymu B" se substratem ptedvadi
jakysi "syrovy output” jedné kinetické eseje (chybi multiplikat, statistické zpracovani, opakovani?!)

Zavérem: pokud nechci kiivdit ostatnim obhajujicim studentim magisterského stupné PiF JU, ktefi
bézné jsou hodnoceni vyborné nebo chvalitebné, nemiizu s klidnym svédomim praci hodnotit 1épe nez
dobfe. | pro toto hodnoceni vSak autorka musi piesvédc¢it mne i ostatni ¢leny poroty dobrym vykonem
a solidni prezentaci pifi obhajob¢ prace, pokud ma ziskat magistersky titul na PfF JU.

K praci mam tyto otazky:



1. Existuje jiny postup k ziskani funkéniho rekombinantniho Irpinu 4 nez exprese rekombinantu v
bakteriich ve formé solubilniho/cytoplazmatického proteinu?

2. Jak by spravné méla byt navrzena esej pro testovani inhibi¢niho ti¢inku rekombinantniho Irpinu 4 -
jak by méla byt optimalizovana a jaké kontroly by méla obsahovat?

3. Ovéiovala autorka identitu ziskaného rekombinantu jinak nez pomoci Western blotu s anti-His -tag
protilatkou? Jaké jsou moznosti ovétreni identity?

4. Existuji analogy Irpinu 4 v jinych klistatech a je o nich néco znamo?

5. Mohl by Irpin 4 inhibovat i jiné nez serinové proteazy?

V Ceskych Budgjovicich dne 17.5. 2023 vypracoval

RNDr. Daniel Sojka, PhD.



