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Prace Barbory Singerové je tématicky atraktivni a navazuje na praci v laboratofi prof. Jana
Kopeckého a Michalise Kotsyfakise, kde dlouhodobé studuji schopnosti slin klistat
modulovat hostitelskou imunitni odpovéd’ a usnadnit pfenos patogent. Rozmanité druhy
inhibitort serinovych proteaz s Kunitzovou doménou pfitom tvoii znacnou ¢ast slin klistéte
jak je patrné z nékolika EST projekti z riznych druhu klist’at, tzv. ,,sialomua®. Jejich role
spojena s modulaci hostitelské odpovédi na sani klistat je pfitom u vétSiny z nich stale
neznama. Z dosavadnich vysledki zejména z laboratofe prof. ribeira z NIH, se zda byt pfitom
velmi specifickd u kazdého typu inhibitoru a mnohdy tudiz velmi zajimava. Vzhledem k mé
piedchozi zkusenosti s jedno-doménovymi Kunitz proteiny jsem bakalaikou praci Barbory
Singerové s ochotou a zajmem piijal k oponentuie a hodnotim ji naslednym zptsobem:

Formalni stranka: Celkové je prace na prvni pohled pomérné pec¢livé zpracovana, nicméné
k formé bych mél nasledujici pfipominky:

A. Na prvni pohled se mi nezamlouva zplsob citovani kdy se misi odkazy na ¢eské a
anglické zdroje. Pfi v$i ucté ke kolegiim Votavovy, Ferencikovi atd. si nemyslim, ze
by jejich prace byly origindlnimi tvrzenimi srovnatelnymi s citaci kolegt
Francischettiho, Wikela nebo José Ribeira. V dobé¢ internetu je podle mé relativné
snadné dohledat divéryhodnéjsi a originalni zdroje. Protoze se jedna o bakalarskou
praci, povazuji to sice za ne zasadni chybu, nicméné bych rad autorku na tento
nedostatek upozornil.

B. Na bakaléarku je uvod piili§ rozsahly (viz poznamky k obsahu) a vypravny a trochu
ztraci prehlednost oddélovanim odstavcl jednoradkovou mezerou (K vytycenym 3
bodim — cilim préce sta¢i 2-3 stranky tvodu) Str. 9: Pozor na zacate¢nické formulace
zat¢inajici oklikou a kon&ici vyjadienim typu ,.,se dosp&lo* a teprve po tiech fadcich se
dozvime pointu. Dle mého subjektivniho nazoru je lepsi pracovat s holou vétou jako
konstatovanim podpofenym prtislusnou citaci: Navrh: Antihemostatické mechanismy
dvou ¢eledi klistat tzv. meékkych (Argasidae) a tvrdych klist'at (Ixodidae) se
pravdépodobné vyvinuly nezavisle a to je podpoteno 1 fylogenetickou analyzou
antikoagulant s Kunitzovou doménou (Mans a kol., 2002). Pozor také na fadkovani
str. 12, 40!

C. Problém s chemickymi nazvy v tabulce 1, kterému se pfi psani v ¢estiné nelze zcela
vyhnout. Jsem nézoru, ze by to mohlo byt vice jednotné pt. Barvici roztok-methanol,
blotovaci pufr -metanol. Pozor také na anglikanismy: Napi. Str.14: Water-,,nuklease-
free* je Spatné - nuclease free, nebo prosté “bez obsahu nukleaz*.

Obsahova stranka:

Na préci je na prvni pohled zfejma dobra Skolici ¢innost RNDr. Jindry Chmelate, PhD. a
splfiuje naroky kladené na bakalaiské diplomové prace na PfF JU. Moje zasadni vytka se tyka
rozsahu (skoro 50 stran na bakalafskou praci je opravdu piilis), vzhledem k uvedenym
vysledkim: bioinformaticka analyza, piiprava rekombinantu, protilatek a pfiprava ds RNA a
jeji aplikace. Zejména ivod je pomérné rozsahly, ktery se snazi pokryt Sirokou tématiku a
pritom pfilis necili k experimentalni ¢asti prace. SpiSe pfipomind ne zcela srozumitelné




review. Podle mého subjektivniho ndzoru tivod prace mé slouzit ke stru¢nému cilenému
piesunu z obecné roviny k dané problematice a to rozhodné neni 12 prvnich stran této prace.
Za ponékud nest'astné povazuji uvadéni alignmentt klistécich inhibitort koagula¢nich kaskad
ze vSech klistat, 3D strukturnich obrazki mechanismu inhibice boophilinem a pod., protoze
nijak nenavozuji v§eobecné porozuméni toho, ¢emu se experimentalné tato prace vénuje.
Myslim, Ze misto detailnich obrazk inhibici komplext koagula¢nich kaskad TFPI,
boophilinem a Ixolarisem, by bylo moznéa dobré chronologicky a systematicky uvést ¢tenaie
do problematiky a na uvod odcitovat napi. Francischetti a kol. , ktefi hovofi o vyskytu tfech
druhti kunitz-inhibitort v EST ze slinnych zlaz klist'at : jedno-doménové- monolaris(o téch je
tato prace), dvou-doménové bilaris a péti-doménové penthalaris. Monolaris se pak déli do
tiech subtypt: salp10 monolaris I, monolaris II a monolaris III subgroups, které se 1isi
usporadanim cysteint. VSe by bylo mozné vtésnat do souboru 2-4 stran v souladu s béznou
koncepci ,,bakalaiek™ PiF JU. Celou koncepci tivodni kapitoly tudiz povazuji za pomérné
nestastnou. Kapitola metod je také pon¢kud vypravna, ale vzhledem k tomu, Ze se jedna
bakalaiskou praci a tudiz o prvni skutecnou ,,revizi* laboratornich postupt v kariéte, popis do
detailti neni v tomto pfipadé na Skodu, ba naopak pomaha v uceleni povédomi o vlastnich
postupech. Diskuze a Vysledky se prolinaji - 3D modely a urceni cysteinovych mustki je
spise vysledek bionformatické analyzy nez diskuze. Do budoucna doporucuji stroze délit
vysledky a komentare k nim uvadét az v diskuzi nebo psat oboji dohromady. K vysledkiim
RNAI: nepiekvapujeme absence fenotypovych zmén, ale RNAI efekt by méla by byt ovéien
experimentalné-viz muj dotaz ¢. 2. Kladn¢ hodnotim piipravu rekombinantu v E. coli a
protilatek proti nému, jejich testovani proti slinam bohuzel detekuj band o vy$si MW, coz
autorka pomérn¢ dobfe vysvétluje v diskuzi.

Hodnoceni: Jako osobni zastance kvality a ne kvantity student na PfF musim jednoznacné
vyzdvihnout hodnocenou préci nad soucasny trend bakalafskych reSersi a hodnotim ji jako
chvalitebnou az vybornou, pficemz v mém celkovém hodnoceni bude rozhodovat schopnost
ustné prezentovat svou praci. Barbora ziskala svym zapojenim do Spickového védeckého
projektu od rannych studentskych let diirazny naskok ve formé osvojeni mysleni a
experimentalnich technik ktery doufam zuzitkuje v nasledujicim magisterském studiu nebo
v laboratorni praxi.

Mé otazky k praci jsou nasledujici:

1. V praci se dovidame, ze autorka pracuje se dvéma formami jedno-doménového BPTI
inhibitoru z Ixodes ricinus, analogu tzv. monolaris z blizce piibuzného Ixodes
scapularis. Trochu mi v této souvislosti nesedi trividlni nazev monolaris, ktery by
podle stejného principu znél obskurné jako monocinus apod.??? Nicméné, José
Ribeiro ve svych pracich déli ptibuzné molekuly do tfi skupin monolaris I, II a III.

V uvodu my chybi zminka o tomto déleni a do jaké skupiny patii studované monolaris
1a2?

2. RNAI - osobn¢ upfednostiuji obraceny postup: nejprve experimentalné ovéfit efekt
dsRNA aplikace alespon na jedné Grovni exprese a potom teprve pozorovani fenotypu
— vykladeni, véha, sntiska, mortalita, lihnuti... Jakym zptisobem by autorka nejlépe
oveéfila RNAI efekt?

3. Vi autorka jakou jinou funkci nez inhibice serinovy /proteaz maji v prlrode Jedno-
doménové Kunitz serpiny? 7~

V Ceskych Budgjovicich dne 16.5. 2011 vypracova/

RNDr. Danrwka,



