Oponentsky posudek bakalarské diplomové prace Kateriny LeStinové na
téma: Charakterizace defensinu klistéte Dermacentor marginatus.

(vypracoval RNDr. Zden&k Franta, Parazitologicky ustav, Biologické centrum AVCR, Ceské
Budé¢jovice)

Predlozena bakalafska prace Katefiny LeStinové €itd 46 stran veetn€ seznamu literatury.
Uvodnimu literarnimu piehledu, ktery tvoii jeden z cili bakalaFské préce, je vénovano 11
stran. Nasleduje kapitola Pouzité chemikalie a primery (3 strany) a kapitola Material a metody
(11 stran), v nizZ nas autorka seznamuje se viemy postupy, které si osvojila béhem své
bakaléiské prace. Dosazené vysledky jsou rozepsany na 8-mi stranach a za nimy nasleduje 3
strankova diskuze a zavér. Prace je sepsana dle mého nazoru pomérné kvalitné s pfijatelnym
poctem tiskovych chyb.

Literarni prehled:

V prvnich dvou podkapitolach nazvanych ,,Klistata (Ixodida)“ a ,Zivotni cyklus klistat“ se
autorka zaméfuje na stru¢nou charakteristiku téchto parazitii a jejich zivotni cykli. Bohuzel
druha kapitola plné neodpovida svému nézvu, nebot’ se autorka zamétila pouze na zivotni
strategie Celedi Ixodidae a ¢eled’ Argasidae Uplné vypustila. Taky bych si dovolil polemizovat
s autorkou, ktera tvrdi ze: ,,V posledni fazi svého vyvoje se samice po ptijmu krve paii se
samcem a klade vajicka®, nebot’ k pafeni miize dochézet jesté pred zacatkem sani a napft. u
druhu Ixodes ricinus je kopulace dilezitym piedpokladem pro ukonceni sani. Nejvetsi ¢ast
literarniho ptehledu je vénovéana imunitnimu sytému klistat a charakterizaci jednotlivych
antimikrobidlni proteint a peptidt. Jednotlivé kapitoly jsou sepsany pomérné piehlednou a
¢tivou formou s minimem chyb. K autorce bych mél pouze jednu vytku a to ze Gplné
vynechala antimikrobialni u¢inek hemoglobinovych fragmentu, které vznikaji béhem traveni
hostitelského hemoglobinu a jsou dilezitou soucasti sttevni imunitni odpovédi proti nékterym
gram-pozitivnim bakteriim a houbam. Zavérecna ¢ast literarniho piehledu je vénovana klistéti
Dermacentor marginatus, jakozto modelovému organismu a jemu pienaSenym patogentim.

Pouzité chemikélie a primery:

Ve dvou tabulkach zde nalezneme seznam vSech pouzitych chemikalii a primert, které jsou
sefazeny podle metod v nichZ byly pouzity. Trochu zavadéjici je tabulka zahrnujici pouzité
primery s odkazem na firmu Generi Biotech, nebot jsou v ni zahrnuty i univerzalni
sekvenacni primery M13F, R a T7F, R, které jsou soucasti klonovacich kitl a licencovany
firmou Invitrogen.

Material a metody:

Kapitola je sepsana na 11-ti stranach a ukazuje, ze autorka se béhem svého bakalarského
studia seznamila se spoustou molekularnich metod od navrzeni gen specifickych primert a
PCR reakce, az po expresi rekombinantnich proteint, jejich purifikaci ¢i zisk protilatek.

Na autorku bych mél nékolik dotazi tykajicich se této kapitoly.

1 — v podkapitole 5.9. na stran¢ 20 piSete, Ze pfitomnost inzertu ve vektoru PCR 4® TOPO
byla ovéfena PCR reakci se specifickymi primery. Takto provedend kontrola mi piijde
nevhodné zvolena, nebot’ mize dochazet k falesné pozitivni reakci. Pro¢ jste pro ovéfeni
neprovedla restrik¢ni reakci?

2 —v podkapitole 5.12 str. 21 piSete: ,,Pro ziskani vétSiho poctu buné€k v kultufe byla do LB
média pfidavana glukoza, kterd buitkdm dodava energii.“ S timto tvrzenim nemohu souhlasit
a prosim o vysvétleni, pro¢ se glukéza do expresniho média piidava.



3 — proc jste se pfi expresi proteinu spoléhali pouze na bazalni expresi a neindukovali buiky
pomoci IPTG, coz je standartni postup?

4 —na obr €. 1 (strana 25) je znazornéna schématicka interakce HIS kotvy s Ni-NTA
konjugatem. Zde bych se chtél autorky zeptat, zda obrazek kreslila sama nebo je piejaty.
Pokud jej ptevzala, tak bych doporucoval citovat zdrojovou literaturu.

5 — na stran¢ 26 uvadite, ze z krali¢iho séra byla izolovana IgG frakce protilatek metodou
kyselého srazeni pomoci kaprylové kyseliny. Touto metodou ale dochazi k vysrazeni
sérovych proteintl a zisku vSech skupin imunoglobulinti v supernatantu. Jaky by byl dalsi
postup pro ziskani pouze 1gG?

Vysledky:

Vysledky ptedloZené bakalarské prace jsou sepsany na 8-mi stranach a obsahuji 10 obrazki.
Kapitoly jsou ¢lenény chronologicky, obrazky jsou az na vyjimky (obr ¢. 10 a 11) velmi dobré
kvality a s dostate¢nou legendou. Chybi mi zde vSak podkapitola zabyvajici se refoldingem.
Autorka pouze v kapitole Materidl a metody zminuje, ze refolding provedla, ale ¢tenar se
nikde nedovi postup ¢i jeho u¢innost.

Otéazky na autorku:

1 — Pro¢ jste pro syntézu ss cDNA pouzila random hexamery a ne oligo-t primer, ktery je
mRNA specificky a tudiZ se nabizi jako vhodné&jsi pro studium genové exprese?

2 —na strané 26 piSete, Ze velikost amplifikovaného genu byla 225bp, ale z obr ¢.3 Ize odecist
velikost cca 450bp. Mohla byste mi tuto nesrovnalost vysvétlit?

3 — pro piipravu rekombinantniho defensinu jste pouZila pouze tzv. ,,mature* ¢ast genu. Pro¢
jste se rozhodla k tomuto kroku? Proc€ jste do ptipravy rekombinantniho proteinu nezahrnula i
prosegment, ktery obsahuje konzervovany furinovy motiv (RVRR) a 0 nemz je znamo, Ze
jeho Stépenim vznikaji ,, mature peptidy? Dle mého nazoru, by to mohl byt jeden z divodu,
pro¢ jste nepozorovali zadnou aktivitu rekombinantniho proteinu.

4 —obr ¢. 10 (strana 34) a obr ¢. 11 (strana 35) mi pfijdou zna¢né neptehledné. Mohla by
autorka pro prezentaci piipravit nové obrazky obsahujici navic proteinovy standard a SDS-
PAGE kontrolu s rekombinantnim proteinem?

Diskuze:

V diskuzi se autorka zaobira charakterizaci aminokyselinové sekvence defensinu a jeho
diferencidlni expresi v jednotlivych tkanich klistéte. Nasleduje podkapitola tykajici se ne-
aktivity pfipraveného proteinu. Zde bych chtél jenom autorku upozornit na moznost piipravy
nového rekombinantu véetné prosegmentu.

7 bakalarské prace Katefiny Lestinové je patrné, Ze autorka zvladla velké mnozstvi
molekularnich metod a stravila v laboratofi spoustu ¢asu. Chtél bych zde ocenit to, Ze se
autorka rozhodla pro experimentalni bakalafskou praci a jsem presvédcen, Ze ziskanych
znalosti vyuzije v navazujicim magisterském studiu.

Ptes vSechny mé otazky a pfipominky se domnivam, ze pfedlozena bakalaiska prace splituje
veskeré podminky kladené Pfirodovédeckou fakultou JCU a tudiZ ji doporuéuju k obhajobg.
Praci hodnotim znamkou 1 — 2 v zavislosti na prezentaci a reakci autorky na mé dotazy.
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V Ceskych Budgjovicich 17.1.2011 Zden¢k Franta



