Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Moniky Ederové

Diplomova prace Moniky Ederové se vénuje ptipravé rekombinantniho proteinu pfitomného ve
slinach klistéte obecného. Autorka ptipravila mutantni rekombinant a otestovala jeho funkci v porovnani
s ,,wild type* proteinem. Navazuje tak na dlouholetou tradici vyzkumu klistat na Katedfe Medicinskeé
Biologie pod vedenim Dr. Chmelafte a dfive prof. Kopeckého.

Prace je Clenéna do Sesti kapitol. Kapitola ,,ivod* na 9 stranach popisuje vztah mezi klistétem a
hostitelem a funkci kli§técich slin v modulaci hostitelské imunitni odpovédi. Uvod se zaméfuje zejména
na protedzy a jejich inhibitory, nasledné se vénuje serpinim a mechanismu jejich funkce, a nakonec
zmifiuje vyuZiti mutageneze pii piipravé mutantnich serpini. Uvod je napsany srozumitelné a
problematice se vénuje dostatecné. Jedinou vytku mam k Obr.1, kde autorka v textu (str.4) popisuje 8-9
a-helixt a jejich znaceni, které vSak v obrazku neni.

V sekcei ,,Materidl a Metody* autorka uvadi podrobny seznam pouzitych chemikalii, a popisuje
metody ptipravy rekombinantniho proteinu od klonovani po ptecisténi, a testovani funkce rekombinantu
pomoci tvorby kovalentnich komplexti s protedzami. Kapitola obsahuje vSechny potiebné detaily a
kromé¢ nasledujicich detailt je v potadku.

- Koncentrace ampicilinu je uvedena jako 50mg/ul. Jednotka méla byt pg/ml.

- U popisu afinitni chromatografie neni jasné, kdy zkratka EP znamena Elu¢ni pufr
a kdy Ekvilibra¢ni pufr

- U popisu rozmérové vylucovaci chromatografie také neni jasné, jaky pufr byl
pouzit. V textu je napsano, ze ,.elucni frakce byly eluované do stejného pufru jako v ptipade
afinitni chromatografie®. Zaroven je ale v tabulce schemikdliemi elu¢ni pufr u afinitni
chromatografie jiny. A v tabulce pro rozmérové vylucovaci chromatografii je pufr oznacovan
jako Solubilizacni.

Vysledkova Cast prace prezentuje data z klonovani, ptipravy a precisténi proteinu a jeho testovani.
Konovani genu pro mutantni Iripin-1 je popsano spravné. U pilotni exprese je viditeny nartist intenzity i
jinych prouzku, které by teoreticky mohly byt Iripin-1 (obr. 13-16). Tato pifipadna nejasnost byla
vyfeSena otestovanim vzorkl za pomoci WB, kde protilatka jasn¢ identifikovala spravny prouzek. Na
gely s frakcemi z chromatografie bych do budoucna doporucil piidat i jamku se startovnim materidlem
nez byl aplikovan na kolonu. Muze to usnadnit vyhodnoceni vysledki. Stejné tak doporucuji analyzovat
pomoci WB i frakce jako Soft Wash, které na Coomassie barveni vykazovaly pfitomnost proteina a
navic o velikosti odpovidajici Iripinu-1. Bez téchto WB je pak neni mozné vyhodnotit jestli nedoslo ke
ztraté proteinu pi1 promyvacich krocich.

Grafické vystupy chromatografie maji rezervy. Na obr. 20 a ¢astecné i 23 neni Citelné, jaké frakce
mayji jaké oznaceni a je proto slozité vysledky chromatografie porovnat s gely. Dale chybi oznaceni toho,
co znazoriiuje oranzova ¢ara. Ptipadné, jestli neni dilezita, tak se daji data exportovat i bez ni. Na obr.
23 pak chybi osa-y s hodnotami absorbance a neni mozné vyhodnotit, jaké mnoZzstvi proteinu bylo
v jednotlivych frakcich.

Samotné testovani mutantniho serpinu prokézalo, Zze neni schopny inhibice trypsinu, coz wild type
Iripin-1 dé¢la. Autorka tim tak potvrdila, Ze zavedend mutace zapficinila ztratu inhibi¢ni aktivity, coz
bylo cilem prace.



V sekei ,,Diskuze* autorka shrnuje ziskana data a navrhuje, jak zvysit vytézek serpinu pii jeho
pfipravé a piecisténi. Diskutuje také piipadnou tercidlni strukturu proteinu a jeho mozné vyuziti
v dal§im vyzkumu.

Po diskuzi nésleduje kratky zavér a seznam literatury, ke kterym nemam kritické ptipominky.

Pres urcité vytky, které k praci mam, se domnivam, Ze prace je zdafild, spliiuje podminky na ni
kladené a ze se v prubéhu autorka seznamila s metodami molekuldrni biologie, které muze uplatnit pii
budoucim studiu nebo zaméstndni. Diplomovou praci Moniky Ederové doporucuji k obhajobé
s vyslednym hodnocenim zavislym na Gstni prezentaci prace autorkou.

K dilpomové praci mam nasledujici otazky, které prosim odpovézte v pribéhu prezentace, pokud se
to hodi, nebo na konci:

1. Jaké dalsi ireverzibilni proteazové inhibitory existuji?
2. Uved'te ptiklady molekul, které se vazi na serpiny mimo RCL a jakou maji funkci.

3. Exprimovala jste mutantni Iripin-1 i se signdlnim peptidem, jak je uvedeno na str. 32? Proc jste
nezvolila protein bez SigP, ktery je sekretovan se slinami klistéte?

4. Na obr. 18 ukazujete, ze mnozstvi solubilniho proteinu klesé v pribéhu exprese. Jak je mozné, zZe
se exprimovany solubilni protein ztraci? Jak by Slo pfipadné vylepsit vytézek solubilniho proteinu?

5. Na obr. 23 jsou znazornény vysledky dvou purifikaci. Jak daleko (v mililitrech) byly Peak 90.13
a 113.92 od injikace vzorku na kolonu? Tzn. jaky objem pufru by potfeba na eluci kazdého z nich? Co v
obrazku znaci Sikma modra ¢ara od které odecitate peak?

6. Na obr. 26; vzorek R+T: co mlize byt prouzek mensi velikosti nez piivodni Iripin-1 (cca 40kDa)?
Vzorek W+T, jak si vysvétlujete, ze na gelu neni vidét prouzek s ptidanym Iripin-1?
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