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Oponentsky posudek na bakalaiskou praci Veroniky Dorfiakové

»Ricinusin-novy antimikrobialni peptid z kliStéte Ixodes ricinus: tieti ¢len rodiny klistécich

obrannych proteinii bohatych na histidin

V praci autorka fesi problematiku antimikrobialniho peptidu bohatého na histidin nazvaného
ricinusin. Podobné proteiny byly jiz diive identifikovany v jinych druzich klistat a tato prace pfifazuje
ricinusin do skupiny s hebraeinem a microplusinem. Jako cil si autorka urila charakterizaci genu pro
ricinusin a protein, ktery koduje pomoci molekularné-biologickych metod tj. PCR, klonovani,
sekvenace, exprese proteinu v bakterialnim systému Autorka fesi expresi proteinu ve vyvojovych
stadiich I ricinus, po sani kliStéte a v jednotlivych tkanich a také optimalizaci podminek exprese
rekombinantniho proteinu.

Prace je relativné prehledna, srozumitelna, s mnozstvim obrazki. Ma 47 stran a tradi¢ni ¢lenéni na
uvod, cile prace, material a metody, vysledky, diskuze, zavér a literatura. Je vyvazena a svym
rozsahem odpovida narokiim na bakalafskou praci. Autorka splnila vyty&ené cile prace a vysledky
Gspésné sepsala a diskutuje s mnozstvim literarnich zdroju.

K praci mam tyto ptipominky:

Za nestastny povazuji format citaci formou Cisla v hornim indexu, pro ¢tenafe jsou Cisla prilis mala a
osobné vim radéji hned, kdo danou informaci publikoval. Dale mam nékolik pfipominek k Cestiné.
Autorka pouziva Ceskou zkratku ,,a kol.“ (str. 8) a poté v kapitole literatura piSe autory bez hacku (ale
s ¢arkami). A dale pak pouziti s a z napf. v ,,positivni“ a ,,mechanizmus®, nékdy pouziva autorka
termin ,,plasmid* jinde ,,plazmid®.

U jednotlivych kapitol mam tyto pfipominky:

Uvod

Asi by mél byt vice roz€lenén, kapitola imunita kli$tat ma pét stranek a pfi ¢teni postupné informace
splyvaji. Chybi citace u identifikace serpinii a alpha-2-makroglobulinii (str.9) , u vlivu tercialni
struktury defensinti na antimikrobialni funkénost (str.10), protein z O. moubata se jmenuje Omgalectin
(str.9)

Dale mi chybi v ivodu zminka o dalSich moznych antimikrobialnich proteinech, tj. inhibitory proteaz
(kromé serpinti i cystatiny) a zejména hemoglobinové fragmenty aktivni proti G+ bakteriim.

Material a metody

U nékterych obecné pouzivanych metod nejsem zastancem detailniho vypisovani kazdého kroku, viz.
kapitoly syntéza cDNA (str.17), izolace plazmidové DNA (str. 20).

rpm x g: str.17, 19, 23, 26, rpm je uvedené dle protokolu od vyrobce, ale nutno uvést o jakou se jedna
centrifugu ¢i rotor.

Sekvenovani: str. 21, autorka uvadi mnoZstvi plazmidové 30 ng, pozadavek Laboratoie genomiky je
150-300ng dsDNA.




Vysledky

U kapitoly Exon-intronn{ struktura genu pro ricinusin (str.31) bych uvitala schéma pouzitych primeri
v navaznosti na sekvenci genu,

Denatura¢ni purifikace: str.35, chybi Gidaj o mnoZstvi bun&&né kultury

Diskuze

Autorka tvrdi, Ze nebyl testovéan tkaiiovy profil u microplusinu a hebraeinu, doporucuji publikaci ¢. 22
(Fogaca et al., 2004) a ¢. 21 (Lai et al., 2004). Microplusin byl exprimovan ve tukovém t&lese,
ovariich a hemocytech, hebraein byl izolovan z hemolymfy. Miize to autorka vysvétlit?

Chybi citace u exprese genu pro hebraein po sani (str. 40)

Na autorku mam nékolik dopliiujicich dotazi:

Co vedlo autorku k ur€eni 3. hodiny exprese jako nejvhodn&jsi? (str.33)

Proc€ je lepsi nativni purifikace rekombinantniho proteinu? (obr. 15)

Autorka pfipravila rekombinantni protein bez signalni sekvence pro dal3i experimenty, nevadi viak
také tzv. His-tag?

Existuje vysvétleni exprese ricinusinu ve stfevé a slinnych zlazach? V diskuzi chybi podrobngjsi
hypotéza o funkci tohoto proteinu.

Autorka v celé praci srovnava proteiny bohaté na histidin s defensiny, jak moc jsou si tyto proteiny
podobné?

Jakeé bude dalsi vyuziti rekombinantu, planuje autorka experimenty dokazujici antimikrobialni aktivitu
ricinusinu?

Zavérem:

Autorka zvladla zékladni metody molekularni biologie, Gisp&sné je aplikovala na studovany gen pro
ricinusin a dosazené vysledky jsou podle mne dobrym zékladem pro piipadnou dalsi praci na tomto
tématu.

Pres viechny pfipominky jsem pfesvédCena, Ze piedlozena prace spliiuje naroky Pfirodovédecké
fakulty JU na bakalafskou praci, proto ji doporucuji k obhajobé jako jeden z predpokladi ud&leni
titulu Bakalar.
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