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Ing. Jaroslav Hrabak: '"Proteolytické enzymy vegetativnich forem a spor
bakterie Penibacillus larvae"

Predmétem dizertacni prace je studium proteolytickych enzym sporulujici bakterie
Penibacillus larvae. Autor se u tohoto parazita zaméfil na proteolytické enzymy vzhledem k
jejich znamé kauzalni roli u riznych patologickych stavi. Pfedpoklada, Ze by se mohly uplatnit
také pti etiopatogenezi moru véeliho plodu, narodohospodaisky vyznamného prenosného
onemocnéni v¢el. V této studii si klade za cil rozsitit soucasné znalosti o vlastnostech proteaz
vegetativnich a sporulujicich forem mikroba. Prace je pokracovanim diplomové prace téhoz
autora s ndzvem "Charakterizace secernovanych proteaz bakterie P. larvae subsp. larvae" z
Fakulty aplikovanych véd Zapadoceské univerzity z r. 2004.

Je pravdépodobné, Ze primarni motivaci autora bylo nalezeni enzymu/enzymi které jsou
zodpovédné za uvedenou chorobu. Pak by jejich blokada specifickymi inhibitory mohla narusit
proces infekce a progrese choroby. Jakkoli se tato myslenka zd4 byt jednoduch4, predlozeni
védeckych dikazu, at’ jiz ve prospéch nebo na vyvraceni hypotézy, je ukol nesmirné€ obtizny.
Neptekvapuje proto, Ze hlavni t€zisté prace, formulované ve vytenych cilech, je spiSe zaméfeno
na vytvoreni metodologickych zakladii pro vlastni objevitelskou ¢innost. Konkretné se zde
jedna o hledani vhodnych kultivaénich a izola¢nich postupli, porovnavéani enzymové vybavy
dostupnych kmenii a o blizsi klasifikaci proteolytickych enzymi. Proteazy jsou charakterizovany
zejména podle jejich pFiblizné hmotnosti, jak se jevi pfi substritové elektroforéze v ptitomnosti
dodecylsulfatu. Pi studiu proteolytickych enzymi je nutno se vyrovnat se zndmym paradoxem
ezymologie, tj. disproporci mezi vyraznou, snadno stanovitelnou aktivitou enzymu, kterd se v
tomto pfipadé monitoruje vétsinou zymograficky, a nepatrnou koncentraci enzymové bilkoviny.
Klasicka metoda uréeni identity je v8ak zpravidla zaloZena praveé na uréeni koncového Gseku
primarni struktury proteinu a teprve nasledné na analyze pfislusného genu metodami

molekularni biologie.

Hled4ni vztahu mezi proteolytickou vybavou patogena a jeho destrukénimi u¢inky vici
hostiteli je na zakladé dosavadnich zkuSenosti pln€ zdiivodnéno. V oblasti 1ékarské mikrobiologie
jsou dobie znamy napf. ptimé lytické u€inky na svalovou tkan pfi infekci druhem Streptococcus
pyogenes, nebo poskozeni peridentalniho aparatu proteazami Porfyromonas gingivalis, ¢i u€inky
proteaz clostridii na slozky pojivové tkané. Jsou prokazany i aktivujici u€inky parazitarnich
proteolytickych enzymii na zymogenni formy hostitelskych enzymi a zasahy paralyzujici
obranyschopnost hostitele. Paenibacillus larvae sice neni lidskym patogenem, je mozno jej vSak
pojimat jako uzite¢ny model sporulujiciho mikroba, u kterého je mozno vyvijet metody,
pouzitelné i pfi studiu lidskych sporulujicich mikrobi.

V predkladané praci je mozno vyzdvihnout systematicky ptistup k feSeni kultiva¢nich a
izola¢nich problému, k charakterizaci proteaz jednotlivych kmenti vegetativnich forem bacila a
vysledky pfi izolaci a charakterizaci proteaz proteinového plasté spor.

Recenzent by viak o¢ekaval vétsi pe¢livost pfi vymezovani originality uvedenych
pozorovani v kontextu s jiz publikovanymi Gdaji. Z dizertace neni vzdy jasné, zda se jedna o



piivodni nalez, nebo potvrzeni jiz popsaného fenomenu. Nelze ocekévat, Ze Ctenaf prostuduje

veskerou literaturu, citovanou v ivodu do problematiky a v sekci diskuze. Totéz plati pro vlastni 2

metodické postupy. V ptipadé izolace enzymi z plastti spor by bylo na misté upozornit na

dosavadni postupy pfi izolaci membranovych komponent. V ptipad€, Ze by se jednalo o zcela

| originalni pfistup, pak by bylo na misté uvazovat o patentovani metody, coz je respektovanym
faktorem pro posuzovani praktického pfinosu vyzkumné prace. U popsané izolatni metody by
recenzenta zajimalo, zda byla aplikovana také na vegetativni formy bakterii, eventualné s jakym
vysledkem.

Je Skoda, Ze vysledky fady pracnych experimentil jsou nedbale graficky zpracovany (u
obr. 8 schazi popis kiivek, obr. 20 je bez uréeni aplikace elu¢nich pufrli, popis nesrozumitelny, u
obr. 22 schazi koncentrace NaCl, na obr. 23 schazeji udaje mol. hmotnosti). Afinitni
chromatografické medium uvedené v sekci vysledky (str.61) neodpovida popisu v sekci metody,
recenzent rovnéZ postrada komentar k pouziti afinitni chromatografie, pfedpokladanému
mechanismu separace eluovanych proteind, a jak autor interpretuje ztratu aktivity, jestlize metodu
nazyva "u¢innou, ale nevhodnou". Recenzent by nerad komentoval jazykovou stranku dizertace,
pfi nejlepsi vili vSak nelze prejit bez pov§imnuti slovni konstrukci "vSechny riizné
varianty"(str.8). V metodické ¢asti je velké mnozstvi nadbyteénych udaji, napf. je uvadén
mikroskop jako pomticka k poéitani bakterii nebo fotometr k méfeni absorbance.

Jestlize viak je zakladnim kriteriem Gsp&S$nosti dizerta¢ni prace splnéni anotovanych cild,

pak tyto cile byly splnény, a recenzent doporucuje postoupit praci k obhajobg.
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