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Oponentsky posudek diplomove prace
Nikola Bélousova: Derivaty protilatek vyuzitelné k detekci lidské
glutamatkarboxypeptidasy 1

Diplomova prace Nikoly Beélousové se zabyva expresi, purifikaci a studiem vlastnosti
jednotetézcovych fragmenti protilatky proti lidské glutamatkarboxypeptidase II. Oznaceni této
protilatky je 5D3 a pochazi z laboratote vedouciho této diplomové prace, Dr. Batinky. Cilem prace
kandidatky bylo exprimovat n¢kolik konstrukti pro scFv fragmenty dané protilatky v riznych expresnich
systémech (bakterie, kvasinky, hmyzi buiiky), vzdjemné tyto systémy porovnat z hlediska urovné exprese
a otestovat pfipravené fragmenty pomoci metod ELISA, pritokové cytometrie a imunofluorescenéni
mikroskopie. Jednim z cilti bylo také srovnat vlastnosti pfipravenych fragmentt s ptivodni protilatkou
5D3. Cely pracovni proces zahrnoval i piipravu pouzitych expresnich vektord, jakoz i optimalizaci
purifika¢nich protokolt apod.

Piedlozena prace ma 106 stran, 30 obrazkd, 10 tabulek a je ¢lenéna klasickym zptisobem. Seznam
literatury obsahuje 147 citaci. Text je psan srozumiteln¢ a obsahuje tolerovatelné mnozstvi preklept a
chyb. Vyzdvihnout Ize napi. hned Gvod, zvlasté tu ¢ast, ktera se zabyva genovym inzenyrstvim protilatek
ajejich derivat. Takovychto textl v ¢estiné ziejmé neni v souc¢asné dobé dostupnych mnoho. Nasleduje
metodicka ¢ast s podrobnym popisem pouzitych technik a pracovnich postupt, dale ¢ast obsahujici
ziskané vysledky a diskuse. Praci zakonéuje kratky zavér shrnujici ziskané vysledky a seznam citované
literatury.

Cela diplomova prace zahrnuje uctyhodné mnozstvi pouzitych metodik a technik — od metod
molekularni biologie, pfes metody exprese a purifikace proteint az k metodam pritokové cytometrie a
imunofluorescenéni mikroskopie. Osobné povazuji za nejvétSi piinos vypracovani expresniho a
purifikacniho protokolu pro pfipravu scFv 5D3 HL fragmentu ve hmyzich bunikach a Gispésné otestovani
vyuzitelnosti pfipraveného proteinového produktu pro imunofluorescenéni zobrazovaci techniky. Je
ziejmé, Ze tyto vysledky neptedstavuji konec piibehu, ale Ze v laboratofi budou nésledovat dalsi snahy o
testovani a praktické vyuZiti tohoto fragmentu protilatky.

K praci mam nékolik poznamek:

1) Jazyk prace je srozumitelny a ¢tivy. Obcas se objevuji pieklepy, ¢i nepiesnosti. Viriony zminéné
na str. 10 zfejmé ve skute¢nosti nemaji primér 7 mm a kvasinka zminénd na str. 21 dvakrat jako
,,Pichia pactoris* a jednou jako ,,P. Pastoris* se spravné piSe ,,Pichia pastoris®“. Véta na str. 20,
zacCinajici slovy: ,,U kvasinek se objevuje n¢kolik vyhod prokaryotickych systémil...* je zfejmé
neobratné formulovana.

2) Spisovna Cestina je jazyk, ktery se neustale vyviji, nicméné vyrazy jako ,,epinka‘“ (str.46), by asi
bylo vhodnéjsi nahradit nékterym tradiénéj$im oznacenim (mikrozkumavka?).

3) Text v pouzitych obrazcich ma obcas nizkou grafickou kvalitu (napt. Obr. 5). Domnivam se, ze
u jednotlivych obrazkd neni nutno udavat ,,Obrazek vytvofil autor. Pokud neni uvedeno jinak,
samoziejme se to predpoklada. Tabulky 9 a 10 (na str. 56 a 75) budi trochu tsmév mnozstvim
Cisel za desetinou ¢arkou a m¢ely by samoziejmé obsahovat zaokrouhlené udaje.
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K praci médm tyto dotazy:

1. Byly fragmenty protilatek ziskane expresi v E. coli a v S2 burikach charakterizovany
hmotnostni spektrometrii? Je mozno mit jistotu, Ze je vysledny proteinovy produkt zcela
intaktni?

2. Je znamo néco o tom, zda se proteinové produkty vtomto konkrétnim piipadé 1isi
posttranslaénimi modifikacemi? Mohlo by to vysvétlovat rozdilné pozorované vlastnosti
fragmentt?

3. Cela protilatka 5D3 ma hodnotu Kd vici GCPII ptiblizné osmkrat nizsi, nez fragment
scFv piipraveny v S2 butikach. Je tento pomér v souladu s tim, co byva pro pomér sily
vazby scFv fragmentt vzhledem k celym protilatkam bézné pozorovano?

4. Je néco znamo o tom, kde ptesné se protilatka SD3 na molekulu GCPII vaze? Vaze se
také na GCPIII?

Pies uvedené drobné komentafe povazuji tuto praci za velice kvalitni a ptedstavujici skute¢ny
védecky piinos v dané problematice. Podle mého minéni spliiuje vSechny podminky, které jsou na
takovou préci kladeny. Doporucuji proto ptijmout ji k dalsi obhajob¢.

V Praze 18. 5. 2018 RNDr. Jifi Pavli¢ek, Ph.D.
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