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Oponentsky posudek na bakalafskou praci Lucie Jedlickové

Izolace a analyza genu Salp25D, homologu glutathion-peroxidazy, kliStéte obecného Ixodes

ricinus

V préci autorka fesi problematiku genu Salp25D, homologu glutathion-peroxidazy. Tento protein
byl jiz dfive identifikovan v Kklist&ti Ixodes scapularis a tato prace v podstaté potvrzuje velmi blizkou
podobnost gent 1. ricinus a I scapularis. Jako cile si autorka ur¢ila zpracovani literarni studie o
problematice antioxidativni ochrany u klistéte, dale pak analyzu exprese genu pro Salp25D pomoci
molekularné-biologickych metod tj. PCR, klonovani, sekvenace, exprese proteinu v bakterialnim
systému. Autorka fesi expresi proteinu po sani klistéte 1. ricinus v jednotlivych tkanich a vyvojovych
stadiich.

Prace je relativné pfehlednd, s mnoZstvim obrazki a minimem pieklepi. Ma 39 stran, je ¢lenéna na
literarni studii a experimentalni ¢ast obsahujici materialy a metody, vysledky, diskuzi, zavér a
pouzitou literaturu. Svym rozsahem odpovida narokiim na bakalarskou praci. Autorka splnila vyty¢ené
cile prace, vysledky sepsala a diskutuje je s literarnimi zdroji.

K praci obecné mam tyto piipominky:
Autorka pouziva v nékterych odstavcich kostrbatou estinu (pfipomina anglicky slovosled), grafickou
uroven obrazki snizuji velmi usporné popisky a tabulky jsou dost robustni. Autorka vychazi zejména
z publikace o Salp25D u I scapularis, mohla proto rozlisit ¢i oznacit jednotlivé klistéci molekuly,
zejména v diskuzi skace od Salp25D I scapularis k Salp25D I ricinus a zpét, tenaf se po nékolika
vétach ztraci.

Dale pak, v literarnim piehledu autorka zmifiuje v kapitole 3.3 obecné stresy nasledované tvorbou
reaktivnich kyslikovych skupin a enzymatické systémy eliminujici je, ale chybi mi zde kapitola o tom
kdy a jak vznikd nadbytek reaktivnich kyslikovych skupin u klit'at, jak souvisi s interakci
kli¥téte a hostitele & s jednotlivymi tkdné€mi (nékteré informace jsou naznaceny v diskusi ¢i
nékolika slovy na konci literarniho piehledu) a jaké mohou byt biologické efekty oxidativniho
stresu.

V kapitole Materialy a metody autorka neuvadi v tabulce primeru ty, které pouzila na amplifikaci
fragmentu klonovaného do vektoru pCR®4-TOPO, dale opomnéla vyrobce kompetentnich bunék (str.
22, 23) a kitu na izolaci plazmidi (str.23), neni uveden autor navodu na piipravu gelu na SDS-PAGE
(str. 24).

Na str. 26. v kapitole Vysledky autorka porovnava ziskanou sekvenci s databazi, je pochopitelné,
Ze podobnost s 1. scapularis Salp25D bude vysoka. Zajimala by mé& homologie s glutathion-
peroxid4zami skupin organizmii, které autorka zmifiuje v ivodu (alignment ¢i grafické srovnani
sekvenci).




Hned pfi prvni PCR autorka pouZiva gen-specifické primery, byla tedy sekvence Salp25D I
ricinus jiz zndma? Autorka zmifiuje pouze ¢aste¢nou sekvenci z GenBank.

V kapitole 6.5 autorka detekuje His-tag fazni protein pomoci anti-His-tag protilatek, v tabulce 3 au
obr. 11 a 13 je vSak pro detekci uveden Ni-NTA konjugat, pro¢? Jaky je rozdil v detekcei fiznich
proteini témito reagenciemi?

V kapitole 6.8 je feSena funkéni aktivita rekombinantniho proteinu, tato metoda neni zminéna
v Materidlech a metodach. Jak miiZe byt exprese genu optimalizovéana pro isp&€$né stanoveni
funk&ni aktivity?

Autorka diskutuje (str.32) expresi Salp25D ve slinnych Zlazach, stfevu a ovariich v souvislosti
s pisobenim antigeni z hostitelovy krve na tyto tkiné, miiZe to autorka vysvétlit?

Nejsilnéjsi exprese byla pozorovana u nasaté samice, jaky miiZe byt mechanismus indukce
exprese Salp25D? Pro¢ je protein exprimovan v ovariich?

Zavérem:
Autorka zvladla zakladni metody molekularni biologie, uspé$né je aplikovala na studovany gen pro
Salp25D a dosazené vysledky diskutuje s literarnimi zdroji.

Pies vSechny pfipominky jsem piesvédCena, Ze pfedlozena prace spliiuje naroky Pfirodovédecké
fakulty JU na bakalafskou praci, proto ji doporucuji k obhajobé jako jeden z pfedpokladii udéleni
titulu Bakalar.
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