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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 zdrojd, vhodnost vybéru,

aktualnost zdrojt)

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 cilti prace

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

Uroveii diskuse — interpretace vysledkd, zafazeni do kontextu v literatuie (absence
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0-3

0-3

0-3

0-3

0-3
0-3

0-3
0-3

0-3

2.5

w w NN

18.5

2.5
2.5

Bodovy rozsah hodnoceni: 0-nevyhovujici, 1-vyhovujici, 2-pramérné, 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.



diskuze vysledk s literaturou je nepfijatelnad)

Logika postupu pfi vlastni vyzkumné praci 0-3 3
Uplnost popisu pouZitych metodik 0-3 15
Experimentdlni narocnost prace, samostatnost pfi praci 0-3 2
Uroven zpracovéni experimentélnich dat 0-3 2.5
Aktualnost 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 22

(3) PRACE V CIZiM JAZYCE

Jazykova a stylisticka uroven 0-3

CELKEM BODU (MAX/ZiSKANYCH) 48 ‘40.5

Komentar oponenta: Hlavnim tématem predlozené magisterska prace bc. Moniky Ederové
jsou inhibitory serinovych proteaz (serpiny) z klistéte Ixodes ricinus. Magisterska prace ¢itad 62 stran
a je rozdélena na Uvod (9 stran), cile prace (1 strana), material a metody (21 stran), vysledky (20
stran), diskuzi (4 strany), zavér (1 strana) a seznam literatury (6 stran). Prace je psand v ¢eském
jazyce a obsahuje jen malé mnozstvi preklep(. Autorka ve své prdci popisuje pfipravu mutantniho
iripinu 1, naslednou produkci rekombinantniho proteinu v bakteridlnim expresnim systému a
purifikaci pomoci afinitni a gelové chromatografie. Mutantni protein byl nasledné testovan pro
svou schopnost inhibovat serinovou proteazu — trypsin. Ziskané vysledky jsou jasné prezentovany a
diskutovany. A¢koli autorka v zavéru uvadi, Ze u mutantniho serpinu nedochazelo k vytvareni
komplexu, prezentovana data jsou spiSe pilotni a bude zapotrebi je ovérit.

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

1 — Autorka v Uvodu popisuje typy proteazovych inhibitord ze slinnych Zlaz klistéte. Je néco
znamo o pritomnosti inhibitord metalovych proteaz ve slinnych zlazach?

2 —je zndmo co zplisobuje prfechod mezi nativni a latentni konformaci serpint?

3 — v kapitole 3.2.1 Navrh primer(, jsou uvedeny oba primery pouzité pro vloZeni mutace.
MuUzZe autorka béhem obhajoby ukazat, ktera ¢ast primeru byla pouzita pro vloZeni mutace a
vysvétlit, proc je rev primer tak dlouhy?

4 —v obr. 4 je zbyte¢né duplikovan pouzity DNA marker, jestli to dobre chapu, tak rozdil je
jen v délce elektroforézy...

5 — v kapitole 3.2.4 pfiprava vektoru pET-19b pro klonovani, autorka popisuje namnozeni
prazdného vektoru pET19b a jeho sekvenaci. MUZe mi autorka uvést, proc to bylo délano a co
vlastné sekvenovala? Jaké primery byly na sekvenaci pouzity?

6 — v kapitole 3.3 pilotni exprese, testujete dvé teploty pro produkci proteinu. To je spravny
pristup, akorat pouzité teploty (30°C a 37°C) nejsou nejlépe zvolené. Rlstova krivka E.coli je v
téchto teplotach témér totozna. Pristé bych vam doporudil jednu teplotu podstatné snizit (napt. na




16°C). diky sniZeni teploty prodlouzite ¢as déleni E. coli, zpomalite proteosyntézu a zvysite Sanci na
spravné slozeni proteinu.

7 —u Obr-8 by bylo dobré uvést kde bude katoda a kde anoda, jinak m(ize byt sestaveni
westernu i obracené

8 — kapitola 3.5 large-scale exprese, autorka uvadi, Ze pfipravila do 2L Erlenmeyerovych
banék 1,9L média. Standartné se pfidava ca 1/3 objemu lahve. Nejedna se o chybu?

9 —V tab 1 uvadite, Ze jste testovala 5 roztokU pro resuspendaci peletu, neni mi moc jasné,
proc jste vybrala zrovna tyto roztoky a jak jste vyhodnocovala vysledky. Co bylo zamérem? Pokud
Vam $lo o solubilizaci IB, tak by pufry mély obsahovat chaotropni ¢inidla (napf. mocovinu nebo
guanidium hydrochlorid). Z vasich dat mi pfijde Ze jste testovali jen lyzu bunék. M{izete mi to
vysvétlit?

10 — v kapitole 3.6 Afinitni chromatografie, mi chybi detailnéjsi 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 ¢astecné. Za ne moc vhodné, povazuji oznacéeni
»solubilizaéniho” pufru za pufr ,elucni”, nebot ten vétsinou obsahuje vyssi koncentraci imidazolu a
pouziva se k uvolnéni proteinu z kolony.

11 — kapitola 3.7 Rozmérové-vylucovaci chromatografie je velmi stroha a nedostate¢na pro
zopakovani experimentu

12 — v kapitole vysledky obr. 12 ukazujete pouze jeden pozitivni klon. Napada Vas, proc
mate tak nizkou Ucinnost? (mimo to co resite v diskuzi)

13 — na obr. 13-18 srovnavate pilotni expresi a produkci proteinu. Z téchto gell je dle mého
nazoru velmi tézké vybrat idedlni podminky, nebot produkce je velmi nizka v rozpustné frakci. Jaké
bylo celkové mnoizstvi proteinu, které se Vam podafilo ziskat? MlzZete navrhnout postup, jak ziskat
vétsi mnozstvi poZzadovaného proteinu? (kromé navyseni objemu kultury). Jak byste cely proces
optimalizovala?

14 — na obr 19 srovnavate rlizné solubiliza¢ni pufry a navrhujete pouZiti pufru 1. Z tohoto
obrdazku je ale velmi tézké fict., ktery pufr je nejvhodnéjsi. Zkouseli jste pfitomnost proteinu
vyhodnotit pomoci WB?

15 — obr 20 a 23 (chromatografie) mi nepfijdou vhodné zvolené. Bylo by lepsi ukazat cely
prabéh chromatografie a Iépe popsat jednotlivé frakce, které by odpovidaly SDS-PAGE gelim (Obr
21,22,24,25)

16 —na obr 26 autorka testuje schopnost mutovaného Iripinu 1 vytvofit komplex s
trypsinem a uvadi, Ze pfipraveny mutant komplex nevytvafti. Z prezentovanych dat je dle mého
nazoru velmi tézkeé fict, zda se komplex netvofi nebo jen v malém mnozstvi. Navrhoval bych udélat
koncentracni kfivku, obarvit gel pomoci stfibra, ¢i otestovat residudini aktivitu trypsinu pomoci
znaceného substratu.

17 — v diskuzi autorka piSe, Zze pfitomnost aprotininu (inhibitoru serinovyh protedz, ktery byl
pridan v prabéhu purifikace) byla ovérena pomoci SDS-PAGE. Aprotinin je velmi potentni inhibitor
a jeho pritomnost nemusi byt z gelu zietelna. Doporucoval bych spiSe ovéreni pomoci aktivitni
studie.



Zavér: Navzdory vsem mym komentarim a pripominkam jsem presvédcen, ze predlozena
magisterska prace bc. Moniky Ederové spliiuje veskeré podminky kladené Pfirodovédeckou
fakultou JCU v Ceskych Bud8&jovicich.

Praci
doporucuji*

k obhajobé a navrhuji znamku 2 2

v Ceskych Budéjovicich dne 11.05.2022

? Je mozné navrhnout znamku s tim, Ze navrzena znamka miiZze byt upravend p¥i obhajobé (pokud se oponent

nezacastni obhajoby, v posudku navrzena zndmka se do vysledné znamky nezapoditava). Znamky: vyborné (1),
velmi dobfe (2), dobie (3), nevyhovél (4).



