Izolace a biochemicka charakteristika proteini FREP u kliStéte Dermacentor marginatus
Oponentsky posudok:

Bakalarska praca Jarmily Dupejovej sa zaobera problematikou lektinov (proteinov schopnych
Specifickej vizby so sacharidom) v hemolymfe klieSta Demacentor marginatus. Tieto proteiny hraju
vyznamnu lohu pri imunitnych reakciach a méZzu mat’ tiez vplyv na prenos patogénov klie§tom.

Vratane obrazovej prilohy mé praca 63 stran a je ¢lenena do obvyklych logickych celkov. Je
pisand zrozumitenym jazykom s minimom preklepov a gramatickych nedostatkov ku ktorym sa
nemienim vyjadrovat. Uprava préace je zvolena vhodne.

Hned’ za ivodom nasleduju ciele prace, ktoré st definované stru¢ne a jednoznacne.

Literarny prehl’ad kladie doéraz na lektiny, ich rozdelenie, Struktiru a funkciu. Zvlastna stat’ sa
venuje doteraj§im znalostiam o lektinoch u klie§tov a ich vyzname pri imunite klie§t'a. Okrem toho sa
autorka v prehl'ade zaoberd problematikou interakcii medzi nasavajucim klieStom a imunitnym
systémom hostitel'a. Problematika je rozobrana vy¢erpavajuco a zrozumitel'ne. K literdrnemu prehl'adu
mam jedin vyhradu: na str. 8 je vymenovanych viacero druhov kliest'ov, niektoré nazvy vsak obsahuji
chyby. V nazvoch Rhipicephalus je zamenené pismeno a v nazvoch Amblyomma a Hyalomma po
jednom pismene chyba. V zvySku literarneho prehl'adu uz su tieto nazvy pisané spravne.

Material a metodika prace si zvolené logicky a popisané postupy su zvolené vhodne na
splnenie cielov, ktoré si autorka vytyc€ila. Trochu ma prekvapil popis metodiky izolacie mRNA a
nasledovnych praktik obvykle veducich k identifikacii génov koédujucich zvoleny protein. Prekvapil
preto, ze o identifikacii nejakych génov nebola zmienka v ciel'och prace.

Pouzitie prehl'adnych tabulick na rozpis pouzit¢ho materidlu je chvalyhodné.

Metodiky st popisané detailne a autorka ich zvladla Gctyhodné mnozstvo. Pri centrifugaciach
by bolo vhodné pouzivat’ jednotky g (RCF) skor ako rpm, ked’Ze tato hodnota je zavisla od polomeru
rotora a typu centrifugy a neda sa tym padom zovseobecnit’.

Autorka ziskala mnoZstvo vysledkov, ktoré dopiﬁajl'l sucasné znalosti o pritomnosti lektinov v
hemolymfe u druhu, u ktorého tieto informacie doteraz chybali. Experimenty st zdokumentované
formou obrazkov, ktoré su vSak v niektorych pripadoch trochu nizsej kvality (obr. 4, 13) a Clovek
potrebujue ur¢ita davku predstavivosti, aby z nich vyvodil nejaké zavery. Oponent si je vSak vedomy
faktu, Ze fotenie imunoblotingovych membran je zaleZitost oSemetnd a netrividlna. V popisku k
obrazkom 3 a 9 chyba oznacenie, kde boli pouzité redukujice podmienky a kde nie, ale tato informacia

je dostupna v texte.



V diskusii autorka konfrontuje svoje ziskané vysledky s informaciami z literatury tykajuce sa
rovnakej problematiky u inych druhov klie§t'ov. Je pisand stru¢ne a zrozumitelne, ¢loveka nenecha na
pochybach, ze sa v problematike do hibky orientuje. V diskusii postradam komentar k vysledku
izolacie mRNA, reverznej transkripcie a amplifikdcie génu pre analég Dorinu M. K tejto amplifikacii
totiz nedoslo, a podla méjho nazoru mohla autorka tento vysledok zo svojej prace vypustit, ked'Ze
objem ziskanych dat z ostatnych pokusov bol viac nez dostato¢ny. V pripade Ze ho spomenula, mohla
sa k nemu aspon v kratkosti vyjadrit’ a pokusit’ sa rozobrat’ pri¢iny neispechu.

Zaverom mi zostava povedat, Ze na celej praci som marne hladal vyraznej$i nedostatok.
Autorka zvolené ciele splnila a v tejto praci popisala podrobne a zrozumitelne. Z toho dévodu pracu
odporu¢am prijat k obhajobe na Prirodovedeckej fakulte JihoCeské univerzity v Ceskych

Budejoviciach.

Na autorku mam nasledovné otazky:

1. Na strane 42, dole, sa zmiefiuje, Ze ostatné protilatky nereagovali s proteinmi po oSetreni
enzymami PNGazou a Endo H. M4 autorka predstavu, preco tomu tak bolo?

2. Na strane 44 tvrdi, Ze sa pomocou afinitnej chromatografie podarilo zachytit’ vSetky proteiny
DMFREP na zaklade ich molekulovej hmotnosti. Je takato ich identifikdcia potvrdena aj
pomocou imunoblotu?

3. Z imunofluorescen¢nej detekcie vyplyva, Ze proteiny DMFREP boli pritomné v acinoch

slinnych Zliaz. M4 autorka nejaké informacie o tom, ¢i sa tieto proteiny vyskytuji v slinach?

V Ceskych Budejovicich, 29.5.2008.
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