Oponentsky posudek
diplomové prace

Lenky Sadilkové
»Studium a vyuZiti RTX proteinii gram negativnich bakterii.

Diplomova prace svym formélnim &lenénim odpovida obvyklym zvyklostem, ale
metodickym zébérem a objemem experimenttl, které zpracovava je na pomezi mezi praci
diplomovou a disertaéni. Autorka se zabyvala proteiny z rodiny RTX, adenylat cyklazovym
toxinem (ATC) u Bordetella pertrussis a FprC proteinem z Neisseria meningitidis. Oba
proteiny ptedstavuji u t&chto patogennich bakterii vyznamné virulenéni faktory. V obou
pfipadech bylo spole¢nym cilem vyvinout nebo modifikovat expresni systémy pro jejich
izolaci, coz predstavovalo konstrukei prislusnych plasmida, purifikaci exprimovanych
rekombinantnich proteind, testovéani jejich vlastnosti a srovnani s komeréné dostupnymi
systémy.

U ATC bylo pak cilem vyuZit jej jako vektor pro dopravu a presentaci cizorodych
epitopll na molekulach hlavniho histokompatibilntho komplexu (MHC) 1I. ttidy na povrchu
antigen-presentujicich bunék. Pro testovani expresniho systému a purifika¢nich technik
rekombinantnich proteind byl pouzit maltézu vazajici protein (MalE) nebo jeho dele¢ni
derivaty, produkované v nové vyvinutém expresnim systému v butikach E. coli BL21.
Autorka prokazala, Ze k vazb& ACT na molekulu integrinu je dalezita oblast RTX
hemolysisnu mezi ak zbytky 647-854 a Ze pii substituci celé AC domény proteinem MalE
zlistava zachovana schopnost RTX hemolysinové asti ACT dopravovat cely protein.

V ptipad¢ FrpC proteinu autorka vyuZila jeho autokatalytického Stépeni indukovaného
fyziologickou koncentraci vapenatych iontd p#i purifikaci rozpustnych rekombinantnich
proteintl. Samostépitelny modul (SMP) proteinu FrpC byl pouZit pfi konstrukci plasmidd pro
produkei rekombinantnich proteini s afinitni kotvou a jejich néslednou purifikaci. Purifikaéni
systém fungoval pro pét testovanych proteinti a dvé rizné afinitni kotvy. Srovnani takto
purifikovanych enzymii ukézalo, Ze jejich aktivita se nelisi od enzymi, které byly
purifikovény jako volné proteiny. DosaZené vysledky prokazaly, Ze purifikaéni systém
zaloZeny na SPM proteinu FrpC bakterie N. meningitidis mize byt pouzit pro purifikaci
rozpustnych rekombinantnich proteinti jako plnohodnotna ndhrada komerénich systému.

K praci mam nésledujici pfipominky, zejména formalniho charakteru:
Pripominky:

a) K formalnimu uspofadani:
- Clenéni na ,,Experimentalni ¢ast a ,,Vysledkovou &4st* neni prili§ vhodné,
experimentalni ¢ast v sob& z principu zahrnuje i vysledky a proto by bylo lepsi
drZet se klasického ¢lenéni na ,Material a metody* a ,,Vysledky*.

-V praci se vyskytuji drobné jazykové neobratnosti nebo nepfesnosti:
Str 28, 2. . —,,vakcinatné vyznamny*, vhodn&jsi — pro vakcinaci vyznamnych
Str 37 - ,,rozd€lovaci gel®, 1épe - délici gel, separaéni gel
Str 41, 9. f. odspodu —,, Tuha kultivaéni média“ — spravnd pevna
A nékteré dalsi....
Na stran€ 76, Obr. 22 nejsou vhodné voleny barvy a symboly kfivek a graf se
tak stava pon¢kud nepiehledny.
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b) V obsahové oblasti mam jednu pfipominku, ktera se tyka ur¢ité nekonzistence mezi
né¢kterymi ¢astmi prace:

Vycet cilt prace na proteinu ACT ne zcela odpovida diskusi a co do rozsahu i
,» Vysledkové ¢asti“. V kapitole ,,Cile studia proteinu ACT* se hovofi o
zavedeni nového expresniho systému, konstrukei pfislusnych plasmida a
produkei a purifikaci rekombinantnich proteind. Ve vysledcich se pak mimo
této prace objevuje 1 kapitola o imunologickém vyuziti téchto proteind, ktera
neni v cilech uvedena. Diskuse se pak vénuje témét vyhradné podminkam pro
vyuziti riznych konstruktih ATC jako vektoru pro dopravu antigenti do antigen
presentujicich bun€k. Prestoze, vyvoj nového expresniho systému a purifikace
ptisluSnych proteind je moZno povaZovat viceméné za p¥ipravu pracovnich
nastroju, zaslouzila by si tato, jak svym rozsahem tak i praktickym vyznamem,
dualezita ¢ast projektu, rozbor i v kapitole ,,Diskuse®. A naopak vyuziti
rekombinantnich proteinti v imunologickych studiich, a¢ ve spolupréci

s francouzskym pracovistém, by se mélo objevit v cilech préace.

K autorce prace mam nasledujici otazky:

1) Je ng&jakym zpisobem (fyzikaln€ chemicky, strukturné nebo funkén€) omezen okruh
proteind (jejich gent), které je mozno vkladat do molekuly ACT v souvislosti s nutnou
ptitomnosti hydrofobni domény ACT?

2) Jaké jsou specifické vyhody a nevyhody systému pro produkeci rekombinantnich
proteinl vyuZzivajiciho samostépitelnou SMP doménu v afinitni kotvé z hlediska
pouziti vapenatych iontl pro indukci SPM-zprostiedkované Steépeni vazby
Asp*'*/Pro**? Pokud mozno uved'te piiklady.

Pfes vySe uvedené piipominky hodnotim celkové diplomovou praci jako
nadprimérnou a jako klasifika¢ni stupent doporucuji vyborn€. Vzhledem k rozsahu prace,
mnozstvi ziskanych plivodnich vysledki a jejich zpracovani, navrhuji, aby prace, v souladu
s rigor6znim fadem UK a po nutnych formalnich upravach, byla ptijata jako prace rigorézni
v fizeni pro udéleni titulu RNDr.

V Praze 26. 5. 2006 RNDr. Jaroslav Weiser CSe.
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