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Bakalafskd diplomova prace Dominiky Reichensddrferové se zabyva optimalizaci kultivace dvou druh(
babesii a naslednou izolaci a charakterizaci jejich proteasomu. Zpracované téma je jednim z pilifd
dlouhodobého vyzkumného zaméreni vedouciho prace RNDr. Daniela Sojky, PhD. Téma je zajimavé a
aktualni jak z pohledu zékladniho vyzkumu, tak z pohledu moznych terapeutickych implikaci.

Diplomova prace ma 30 stran a dle zvyklosti je ¢lenéna na Gvod, cile prace, material a metody, vysledky,
diskuzi a zavér. Rozsah a vzdjemny pomér jednotlivych ¢asti je pfiméfeny a odpovidajici narokm na
bakalarské diplomové prace na Prirodovédecké fakulté JU.

Cile prace jsou stru¢né, jasné definované a konkrétni.

Uvod &ita 6 stran textu. V prvni podkapitole se autorka zaméfuje na systematické zarazeni babesii,
popis jejich Zivotniho cyklu, pribéh infekce u ¢lovéka a sou¢asné moznosti lé¢by. Za zdafilou povaZuji
pasaZ tykajici se popisu proteasomu a jeho vyuZiti jako terapeutického cile. Autorce se podafilo
zpracovat toto komplikované téma do prehledné a ctivé formy. Celkové povazuji ivod za nejlepsi ¢ast
diplomové prace, ma jasnou a logickou strukturu a dostate¢né seznamuje E&tenafe s Fedenou
problematikou.

Kapitola Materidl a metody je sepsana na 7 stranach, autorka zde podrobné vysvétluje viechny
metody, které pfi své praci pouzivala. Na tomto misté bych chtél vyzdvihnout Siroké spektrum metod,
které musela béhem Feseni svého ukolu zvladnout, povaZuji to za vyznamny vklad do budouci prace
v laboratofi. K této kapitole mam pouze nékolik (spiSe drobnych) pfipominek:
- str. 9. roztok pro odbér krve se nazyva , Alsever”, nikoliv , Alsevere”.
- str. 10. kapitola 3.1.7. Z uvedeného textu neni zcela jasné lyzat ¢eho byl pfipravovan. Zda se
jednalo o lyzat erytrocytd, nebo lyzat babesii.
- str. 10. kapitola 3.2. Domnivam se, Ze vyraz ,Izolace proteasomu” neni Uplné vhodné zvoleny.
Nejedna se o izolaci, ale spiSe o rozbiti babesii a uvolnéni proteasomu z buriky.
- str. 10. tabulka 3. Pufry A a B zfejmé obsahovaly DTT a nikoliv DDT.

Vysledky predloZené bakaldrské prace jsou shrnuty na 8 stranach, véetné 9 obrazkl.. Autorka zde
popisuje svoje zkuSenosti s kultivaci B. divergens v in vitro kultufe a B. microti v my$im in vivo modelu.
V dalsich podkapitolach potom prezentuje vysledky testovani tfi rznych metod (a jejich kombinaci)
pouzitych k izolaci aktivniho proteasomu babesii. Vysledky jsou potencidlné zajimavé a prukopnické,
zvladnuti izolace aktivniho proteasomu je kliCovou podminkou pro navazujici testovani vhodnych
inhibitor(. Musim ale bohuzel konstatovat, Ze tuto ¢ast bakaladrské prace srdzi prezentace ziskanych
vysledkl. Za nestastné povaiuji zejména michani vysledkd ziskanych pro B. microti a B. divergens
v kapitolach 4.2 a 4.3. Diky tomu se stdva text velmi neprehledny, bylo by vhodnéjsi prezentovat
vysledky pro kazdy druh zvlast. Rovnéz usporadani textu ma misty nelogickou strukturu. Text v kapitole
4.2 nejprve popisuje obrazek 10A, potom 10C a nasledné se vrati k 10B. Podobné text v kapitole 4.3.



popisuje obrazky v nelogickém sledu 11A, 11B, 12, 11B, 11A a znovu 12. Promyslenéjsi uspofadani
textu by vyrazné usnadnilo ¢teni a pochopeni vysledkd. -

Déle méam vyhrady k designu nékterych experimentd. Na obrazku 10 je ,,porovnéni” tfi riznych metod
(ultrasonikace, mechanickd homogenizace, ultracentrifugace) pouZitych pro izolaci proteasomu.
Z prezentovanych vysledk nelze dle mého nazoru vyvodit Zadny zavér. Kazdou metodou byly
testovany jiné vzorky, navic mi neni zcela jasné, pro¢ byla enzymaticka aktivita jednotlivych vzorka
testovana pfi riznych objemovych koncentracich (napf. 100 pl/ml na obr. 10A vs. 500 ul/ml na obr.
10C). Nebylo by lepsi misto objemové koncentrace pouZivat koncentraci proteind a pfidavat do
kazdého méfeni stejné mnozstvi? (prosim o struény komentar pfi obhajobé) Stejné vyhrady mam
potom ik obrazku 11.

Dale bych vytkl jesté Spatnou kvalitu obrazku 15.

Diskuzi jsou vénovany celkem 3 strany textu. Autorka porovnava svoje vysledky s literarnimi udajii s
vysledky pochézejicimi ze Skolici laboratore. K této kapitole nemam zadné zasadni pfipominky.

Zavérecné hodnoceni:

Autorka se b&hem svého bakalafského studia seznamila s celou fadou laboratornich metod, v tomto
sméru prace splnila svij Gcel. Déle je tieba ocenit zajimavé téma a objem vykonané prace. Potencidl,
ktery tato prace méla, snizuje Uroveri prezentace vysledk( a provedeni nékterych experiment(. | pres
tyto vyhrady doporucuji pfedloZzenou bakalarskou praci k obhajobé a hodnotim ji stupném 2.

Otazky oponenta: .

1. V prezentovanych experimentech mi chybi jako kontrola zméreni aktivity proteasomu ve
vzorku pfipraveného z negativni krve. Zajimalo by mé, zda to bylo nékdy testovano a zda
nemuzZe namérena aktivita pochazet z hostitelské krve?

2. Zobrazku 11B je patrné, Ze vzorek pfipraveny kombinaci ultrasonikace a ultracentrifugace
ztraci svoji proteolytickou aktivitu. Potom mi neni pfilis jasné, proc¢ byla v dalSim experimentu
testovana jesté kombinace ultrasonikace, ultracentrifugace + mechanicka homogenizace. Byl
k tomu néjaky raciondini dlvod?

3. Naobrazku 15 jsou ve frakcich F1 a F9 oznaceny proteinové bandy o velikosti ~35 kDa o kterych
se autorka domniva, Ze by mohly odpovidat podjednotkdm komplexu proteasomu. Z obrazku
14 ale vyplyva, Ze v téchto frakcich nebyla naméfena Zadnd enzymatickd aktivita. Zajimalo by
mé tedy, na zakladé ¢eho autorka dosla k zavéru, Ze tyto proteiny znazoriuji podjednotky
proteasomu? _

4. Jaky je princip detekce enzymatické aktivity R85 podjednotky proteasomu pomoci
fluorescenéné znaceného peptidového substratu? Proc je fluorescenéni znacka detekovateind
pouze po rozstépeni substratového fetézce a nikoliv u intaktniho substratu?
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