Oponentsky posudek bakalaFské diplomové prace Veroniky Skladané
»lzolace genu pro antimikrobialni peptid (defensin) z tvrdého klistéte Ixodes ricinus po
infekcei spirochétami druhového komplexu Borrelia bugdorferi¢

(vypracoval Petr Kopacek, Parazitologicky ustav, Biologické centrum AVCR, Ceské
Budgjovice).

Predkladana bakalafska prace je sepsana na 46-ti stranach véetné seznamu pouzité literatury.
Uvodnimu literarnimu piehledu je vénovéano 12 stran, metodicka ¢ast je rozepsana na 13-ti
stranach, vysledky jsou uvedeny na 6-ti stranach véetné 10-ti obrazki a jsou nasledovany 3-
strankovou diskuzi se zavérem. Z hlediska ¢lenéni je prace v potadku. Prace je sepsana
pomérné srozumitelné s piijatelnym poctem tiskovych chyb. Z formalnich a pravopisnych
chyb samoziejmé nejvice zaujme chyba v ndzvu na titulni strané, opakujici se chyby ve shodé
podmétu s piisudkem, nejednotnost nazvoslovi (napi. agardza-agaroza-agarosa, Tab. str 19).

Literarni prehled je zaméfen oproti zadani (problematika metodickych pfistupt pii studiu
diferencialné exprimovanych gentl) na mnohokrat opakované téma klisté a borélie.
Specifickou ¢asti ivodu jsou odstavce vénované antimikrobidlnim peptidim — zejména
defensinim popsanych u klistat a nékterym aspektiim klistéci imunity. Tady me samoziejmé
zamrzelo, Ze autorka zcela opominula zminit vysledky nasi laboratofe tykajici se imunitnich
proteint hemolymfy: lektinu Dorinu M a 02-makroglobulinu, univerzalniho inhibitoru
protedz. Zavaznéj$i opominuti pak byla ignorace existence lysozymu, ktery spolu s defensiny
tvofi jednu z mala slusné charakterizovanych soucasti stfevni imunity kli§t'aka. Na strané 10,
autorka zminuje ulohu proteinu Salp 15 pfi slinami aktivovaném pienosu borélii, necituje
vSak zasadni praci Ramamoorthi et al., Nature 2005).

K uvodni ¢asti uz jen jednu poznamku: ,.fat body* u bezobratlych se nepieklada jako télni tuk
ale tukové téleso.

Metodicka ¢ast, je podle mého nazoru zbyte¢né napéchovana vatou popisujici principy
béznych metod jako je PCR, purifikace plazmidové DNA nebo restrikéni analyza
(mimochodem v praci neni uveden jediny vysledek restrikéni analyzy izolovanych plazmidu).
Naopak jsem postradal restrikéni mapy klonovacich mist pouzitych vektoru, vypocet velikosti
ocekavaného rekombinantniho proteinu aj. Zkratka jsem neziskal dojem, ze studentka presné
vi proc, co a jak d€lat a jaky vysledek lze o¢ekavat.

Nejveétsi vyhrady mam ke kapitole vysledky. Veronika Skladana se sice v souladu s cily prace
(bod 2) seznamila s metodami RNA/DNA purifikace, cDNA syntézy, PCR, klonovanim a
sekvenovanim), pfedlozené vysledky vSak v zZadném piipadé neumoziuji tvrdit, Ze tyto
metody skute¢né zvladla na trovni pozadované od nasich absolventt.

1. Obrazek 2 i bez pouZiti markert jednoznaéné ukazuje, Ze izolovand RNA byla
degradovana a nepouZitelna pro dal3i praci. Obrazek 3 ukazujici syntetizovanou cDNA to jen
potvrzuje. (Nutno opakovat!).

2. Gel ukazujici vysledky PCR amplifikace genu defensinu neni podle studentky “potfadné
rozjety, protoze byla elektroforéza vypnuta pfed¢asné” . Toto bohuZel neni obhajitelné ani
jako protokol z odpolednich praktickych cvi¢eni. Navic se z toho “malo rozjetého” gelu zda,
ze ziskané amplikony byly mens3i neZ produkt reakce s kontrolnim plazmidem.



Vzhledem k uvedenym vyhradam a otazkam mohu pouze doporugit bakalatskou diplomovou
praci Veroniky Skladané k obhajobé pfed piislusnou komisi. Klasifikaci provedu az po
predlozeni poZadovanych soubori a podle kvality odpovédi na predloZené otazky.

Petr Koi%%k

V Ceskych Budgjovicich 23. 5. 2007



