Posudek Skolitele na bakalaiskou praci Dominiky Reichensdorferové s naizvem
"Kultivace klist'aty pFendsSenych babesii a charakterizace jejich proteasomu jako nového
terapeutického cile".

Dominika pfisla do nasi laboratore v roce 2017 jako nadé&jna studentka bakalatského stupné
PfF JU. V té dobé& jsme zafinali s ipln€ novym a pro nas revoluénim tématem: kromé tradiéni
prace na klistatech a jejich fyziologii jsme se zacali vénovat i klist'aty pfenasené babesioze a
nov¢ ziskali standardni GACR grant na studium jejich proteazomu jako potencialniho cile pro
nalezeni dosud chybéjici specifické terapie. V té dobé byla selektivni inhibice parazitarnich
proteazomii horkou novinkou zejména u babesiim blizce piibuzné malarie, jak bylo
prokazano nasimi dlouholetymi spolupracovniky z University of California v prestiznim
Casopise Nature, se kterymi tizce spolupracujeme i na tomto tématu. Téma Dominiky prace
proto bylo jasné a kladlo si za cil: nakultivovat dostate¢né mnozstvi dvou zoonotickych druhii
Babesie (B. divergens a B. microti), ptipravit lyzat parazitt, detekovat aktivitu alespori
chymotrypsinové 5 podjednotky proteasomu v lyzatu paraziti a pokusit se o purifikaci
celého 26S komplexu za u¢elem dalsiho studia substratovych preferenci téchto
proteolytickych podjednotek pomoci multiplexové poziéné skenovaci peptid-substratové
knihovny. Tato metoda byla poprvé pouzita pro studium "naseho "rekombinatniho cathepsinu
D (IrCD1) z klistéte Ixodes ricinus a piedstavuje zakladni nastroj pouzity pro determinaci
selektivnich preferenci malarie oproti lidskému proteazomu ve vySe zminéné Nature
publikaci. V priib&hu dvou let projektu jsme ale bohuzel dosti tvrdé narazili s pfedpokladem
analogie experimentalnich postupti pro babesie a malaricka plasmodia na zékladé jejich
evoluéni pfibuznosti. Jak vyslo zahy najevo, izolace babesialni cytoplazmy s aktivnim
proteazomem se zdal byt nepiekonatelny problém. Pfitom jasny a jednoduchy krok izolace
cytoplasmatické frakce z malarie (pozn. staci opakované zmrazit a pak ultracentrifugovat pfi
1000g) se zménil v "thriller " pro celou skupinu studenti a postdokt pracujicich na projektu.
V ramci této bakalarské prace se proto musel velmi "rozvazné" testovat vhodny postup pro
ziskani aktivniho proteazomu babesii v rozpustné formé zejména s ohledem na finanéni a
Casovou naro¢nost na ziskani dostatecného mnozstvi paraziti a chybéjici literarni odkaz na
fungujici protokoly. Dominika po celou dobu nav§tévovala ve smluvené ¢asy laboratof a
velmi pfispéla ke kone¢nému vyfesSeni problému s izolaci proteazomu babesii. V ramci jeji
prace jsme se nakonec dostali i k pilotnimu experimentu purifikace pomoci iontové
chromatografie, ktery je ale nutné zopakovat a zoptimalizovat. Bakalafskou praci pak
vypracovala samostatné za odborného vedeni mnou a své Skolitelky specialistky Dr.
Jalovecké. Prace podle mého subjektivniho hodnoceni spliiuje viechny pozadavky na ziskani
bakalafského titulu a praci proto doporucuji k obhajobé.

V C. Budgjovicich, 21. kvétna 2019
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