Posudek na magisterskou diplomovou praci Miroslava FiSera
wIdentifikace a biochemicka charakterizace lektinu v hemolymfé tfi druhu
klist’at rodu Rhipicephalus*

Predlozena diplomova prace se vénuje problematice lektini v hemolymf€ klistat a je
rozsitenim a doplnénim vysledkt jiz ziskanych v Laboratofi molekularni biologie vektort a
patogenu Parazitologického ustavu BC.

Prvni ¢ast diplomové prace je literarni piehled, ktery se vztahuje k zadané problematice a
pojednava o ekologii klistat, obecnych faktech o imunitnim systému, lektinech a glykosylaci.
Podstatna ¢ast textu je vénovana Sirokému tématu lektini obratlovct i bezobratlych. Autor se
zde snazil obsahnout velmi Siroké téma a piehled je poskladan z velmi dalezZitych informaci,
které byly Cerpané zejména z puvodni anglické literatury, a které autor shrnuje na pfimétrené
urovni poznani. Literarni prehled neni v n€kterych ¢astech kompletni. Naptiklad v kapitole o
galektinech (strana 13) je uvedeno, Ze slouzi jako regulatory homeostazy imunitnich bunék a
Gcastni se interakci hostitel- patogen. Kazda sav¢i buiika vSak exprimuje jeden nebo vice
galektinu, které ovliviiuji mnoho riznych funkei jako mitdzu, apoptézu a fadu dalsich.

V metodické Casti autor struéné popisuje fadu naro¢nych postupt, které pii své praci pouzil a
zvladl. Diky pouzitym metoddm autor prokdzal piitomnost lektini v hemolymf€ tfi druhu
klistat rodu Rhipicephalus, charakterizoval je, zjistil jejich specifitu a pfipravil protilatky
proti hemaglutina¢ni aktivit¢ hemolymfy klistéte Rhipicephalus appendiculatus. Pomoci
specifickych protilatek prokazal pfitomnost lektini v hemolymf& dalSich zastupci rodu
Rhipicephalus, izoloval tyto lektiny a pomoci hmotnosti spektrometrie zacal s jejich pfimou
identifikaci.

Zavérem mohu prohlasit, Ze autor prokazal schopnost samostatné védecké prace, seznamil se
dobie svelkym mnozstvim potiebné literatury a zvladl celou fadu naro¢nych metodik.
Ziskané vysledky jsou vhodné a piehledné prezentované. Prace ma jasné a jednoznatné
zavéry, které odpovidaji na kladené cile. Prace je piehledné upofddana a po formalni strance
na velmi dobré Grovni. Magisterska diplomova prace Miroslava FiSera spliiuje poZadavky
kladené na tento typ praci a proto ji doporucuji k obhajobé.

OTAZKY A PRIPOMINKY

Jednim zcili magisterské prace byla piiprava protilatek. Pfipravené myS$i polyklondlni
protilatky proti hemaglutinacni aktivité¢ uspé€sné detekovaly na neredukovanych vzorcich
hemolymfy klistéte 3 proteiny. Autor zde ani dale neuvadi, zda byly provedeny zéakladni
kontroly znaceni (vynechani primarni protilatky a pouziti preimunniho séra mysi).

Autor charakterizuje proteiny ze vzorki hemolymfy pomoci metod Schiffova barveni
glykoproteint, enzymatické deglykosylace a vazby lektini. Podle mého nazoru nelze ze
ziskanych vysledk(i vyvozovat, Ze proteiny o velikosti 58 a 180 kDa reagovaly se
vSemi uvedenymi lektiny. Zejména oblasti s proteiny okolo 180 kDa obsahuji mnoho
nedostate¢né rozdélenych proteinii. Opét neni uvedeno, zda byly provedeny kontrolni znaceni,
inhibic¢ni testy.

Autor uvadi, Ze proteiny o velikosti 58 a 180 kDa reagovaly také s SNA a MAA. Dosud vsak
nebylo jednozna¢né prokazano, zda klistata mohou tvofit kyselinu sialovou. V diskuzi o



tomto faktu neni nic uvedeno. Je mozZné, ze hemolymfa obsahuje také fadu hostitelskych
glykoproteint a tyto mohou byt zdrojem pozitivnich reakci.

Znaceni lektiny bylo provadéno, jak na neredukovanych, tak redukovanych vzorcich? Byly
pozorovany né&jaké rozdily pii znaceni lektiny. Myslite, Ze na pouziti nebo nepouziti
redukéniho €inidla ve vzorkovém pufru ma na znadeni lektiny vliv?

V zévéru autor uvadi, Ze O-glykosylace byla u hemolipoglykoproteinu identifikovana kromé

primych metod také nepiimo. MiZete toto tvrzeni n&jak podlozit fakty?

V Ceskych Budg&jovicich 23.5. 2009 RNDr. Marie Vancoyé, PhD.
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Oponentsky posudok na zavere¢nu magistersku pracu
Bc. Miroslav FiSer: ,,Identifikace a biochemicka charakterizace lektini v hemolymfé t¥i

druhu klistat rodu Rhipicephalus*

Predlozena praca je spracovana na 60 stranach, ma 4 tabul'ky, 17 obrazkov, 4 prilohy
a79 citacii. Je ¢lenena do deviatich kapitol. Cielom prace bolo identifikovat’ lektiny
v hemolymfe troch druhov kliestov rodu Rhipicephalus pomocou Specifickych protilatok
proti lektinom z inych kliestov, zistit’ pritomnost’ glykozylacie na tychto proteinoch, pripravit’
protilatky proti hemaglutina¢nej aktivite hemolymfy klieStov aurCit vazbovu S$pecificitu
lektinov hemolymfy pre rozne sacharidy a glykoproteiny.

V tvodnych kapitolach sa autor zameral na ekolégiu kliestov, hlavne zastupcov z rodu
Rhipicephalus. Dalsie kapitoly si zamerané imunitni odpoved’, lektiny, lektiny
bezstavovcovych zZivo€ichov a glykolyzaciu. V experimentdlnej Casti su opisané materialy a
metddy, ktoré vo svojej praci pouzil. V dalSej kapitolach vysledky a diskusia autor vyhodnotil
vysledky svojich merani.

Po formalnej stranke je praca napisana Cisto, je spravne Clenend, napisana v logickej
nadvidznosti jednotlivych kapitol. Je vel'mi vhodne doplnend obrazovou dokumentaciou a
sved¢i o tom, Ze autor je s rieSenou problematikou dobre oboznameny. Pri pisani prace bolo
pouzitych 79 literarnych prameniov, zna¢na €ast’ z nich su aktudlne prace po roku 2000.

Napriek vSetkym snaham sa autor nevyhol niekol’kym nepresnostiam. K praci mam
nasledujuce pripomienky a otazky:

1. Obrazky a niektoré tabul’ky nie su citované v texte.



2. Obr.3.4. nie je na graficky dobrej Grovni, obrazok nie je taky komplikovany, aby
sa nedal prekreslit’.

3. Odporucila by som napisat’ zoznam skratiek, ked’Ze je ich v texte dost’ vela, a aj
napriek tomu Ze su vysvetlené, ul'ah¢ilo by to &itanie prace.

4. Ako si vysvetlujete fakt, Ze najvacsiu vazbovu afinitu maja proteiny ku kyseline

sialovej?

Zaver: Ciele prace boli jasne sformulované a splnené. Tato praca prinaSa hodnotné a
zaujimavé informécie, ktoré prispeju k rozsireniu poznatkov v tejto oblasti a ktoré autor
urCite vyuzije pri svojej d’alSej praci. Na zaklade uvedenych skutocnosti, konstatujem, ze
praca spifia vetky kritéria kladené na tento druh prac a preto odporiam prijat pracu

k obhajobe a hodnotim ju znamkou ,,vyborne*.
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V Kosiciach, 11.5.2009 doc. RNDr. Maria Kozurkova, CSec.
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