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Nazev BP:  Diferenciélni exprese transkriptl slinnych z1az klistéte Ixodes ricinus

Sara Kropackova je studentkou PfF JU a vypracovala svou bakalarskou praci na katedfe
molekularni biologie a genetiky. Vlastni prace byla feSena na Parazitologickém tstavu
Biologického centra. Sara se pfipojila k vyzkumnému tymu Dr. Petra Kopécka v 1ét€ 2017, kde
zprvu absolvala uvodni metodické kolecko. Sara byla poté zapojena do pripravy dopliiujicich dat
pro submitaci rukopisu tykajiciho se regulace exprese v slinnych zlazach klistéte.

Na rozdil od lidi a vétSiny Zivocicht, klistata dramaticky méni ,,repertoire” svych transkripti ve
slinnych Zlazach v zavislosti na Case. Pokud se klisté pfisaje v pond¢€li, najdete v jeho slinach jiné
proteiny v utery, jiné ve tvrtek. Toto jiz bylo znamo, nas ale zajimalo, jestli transkripty slinnych
Z1az podléhaji expresni regulaci 1 v zavislosti na pfitomnosti/absenci/typu hostitelské imunity.
Identifikovali jsme n€kolik desitek ,,DEGs*“, které bylo potfeba ovétit pomoci RT-qPCR. Sara, i
pfes veskerou jeji citlivost, pomahala s provedenim expreminetu od samého zacatku: ziskat krali¢i
krev, pfipravit krev skladajici se z heat-inactivovaného séra a Cervenych krvinek, membranové sani
klist'at, mikro-disekce slinnych Zlaz, izolace RNA (ovéfeni jeji kvantity a integrity), syntéza cDNA
a koneéné i RT-qPCR. Je tedy 1 zaslouZenou spoluautorkou védecké publikace (PLoS Negl Trop
Dis).

Séara se dale vénovala studii proteinu (Antikomplement 1; AC1), jehoz transkript mél vysoky
diferencialni pomér exprese ve slinnych 7lazach mezi klistaty sajicich 1 den na Zivém hostiteli a
klit'aty sajicich 1 den jen na hostitelské krvi ptes membranovy systém. Zprvu bylo potfeba ovéfit,
jestli naSe data z urovné RNA jsou translatované do proteinové drovné. Séra se tedy pustila do
heterologni exprese rekombinantniho proteinu. Diky vysoké predikované i experimentelné
prokazané glykosilaci zafala Sara zprvu s Dr. Danielem Sojkou snahou o expresi proteinu
v kvasinkovém systému. JelikoZz tento pfistup nevedl k potfebné expresi, uchylili jsme se
k vytezkovéjsi expresi v E. coli. Sara poté stravila nespocet hodin a dni optimalizaci exprese,
purifikaénich krokd, provedenim proteolytického odstipnuti tagu a imunodetek&nich metod, kde ji
za mé nepiitomnosti v roce 2018 poméhal zejm. Mgr. Jan Kotal. Jeji nasazeni bylo ale skute¢né
ohromujici, coz vedlo k nevidané produktivité.

Jsem presvédCen, Ze si Sara osvojila zékladni i stfedné pokrocilé metody molekularni biologie a
proteinové biochemie. Své vysledky pravidelng prednasela na ,,lab meetinzich® a to jak v Ceském,
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tak 1 v anglickém jazyce, byli-li pfitomni zahrani¢ni hosté ¢i studenti. Praci vykonavala samostatné
s pravidelnymi kritickymi sezenimi se $koliteli.

Zavérem: Jsem rad, Ze se Sara pfipojila k naSemu tymu a dékuji ji za jeji perfektni praci. Pevné
doufam, ze bude s ndmi i nadale pokraovat béhem svého magisterského studia. Predklddana
bakalafska prace jist¢ splituje formalni i kvalitativni pozadavky fakulty, a proto ji doporucuji
k obhajobé a hodnotim jako vybornou.
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