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Diplomova praca Bc. Jarmily Dupejovej sa zaoberd zaujimavou problematikou
z oblasti $trukturnej bioldgie a biochémie — Struktiirnou a biochemickou charakterizaciou
jedného z transportnych proteinov zklie§ta Dermacentor marginatus, pomenovaného
ako hemlipoglykoprotein (HLGP).

Praca pozostava zo 60 stran a je roz€lenend na kapitolu a podkapitoly tradiénym
sposobom. Graficka uprava je peknd, avSak nizka kvalita niektorych obrazkov posobi
rusivo.

V stru¢nom uvode autorka poukazuje na nedostatok informécii tykajucich sa tak
$truktarnych ako aj funkénych vlastnosti hém-prenasajucich proteinov. V tejto suvislosti
su nasledne definované ciele prace, ktoré su jasne formulované.

Literarny prehl'ad je venovany zakladnej charakteristike klie§tov s podrobnej$im
popisom ich imunitného systému a charakteristike proteinov hemolymfy. V d’alSej asti
Literarneho prehladu diplomantka uvadza vyznam glykozylacie proteinov predovsetkym
u bezstavovcov.

Cast’ Material a met6dy zahfiia popis pripravy vzoriek a popis jednotlivych typov
experimentov. Uvedené postupy su popisané prehl'adne a detailne.

Cast’ Vysledky je rozdeleni na &asti podla jednotlivych typov experimentov.
Ziskané vysledky su prehl'adne popisané. Za nedostatok tejto Casti diplomovej prace
povazujem nizku kvalitu niektorych obrazkov (napr. obrazky 5, 8, 10), ktoré stazuju
vytvorenie si vlastného nazoru C{itatela na ziskané vysledky atakto znizuju ich
presvedCivost. V tejto &asti autorka uvadza aj vysledky ziskané v spoluprici —
hmotnostné spektra a MS analyzu ako aj analyzu interakcie Studovaného proteinu
s vybranymi typmi sacharidov metédou rezonancie povrchového plazménu.

Diskusia je primerana a autorka vcelku uspe$ne dava do suvisu ziskané originalne
vysledky jej prace s uz publikovanymi vysledkami.

Sthrn prace je struény a zodpovedajuco zhriia ziskané vysledky.

K praci, resp. k autorke, mam niekol’ko pripomienok, otazok:

1. Na zaklade obrazku 5, str. 32 (mimochodom, legenda k obrazku je nekompletné) ako
aj obrazku 11, str. 36, autorka uvadza, Ze molekulovad hmotnost’ neredukovaného HLGP



je ~290 kDa. HLGP sa vredukénych podmienkach rozpadd na 2 podjednotky
s hmotnostami ~95 kDa a ~100 kDa. Pozorovany rozdiel ~95 kDa medzi hmotnostou
komplexu a si¢tom hmotnosti jednotlivych subjednotiek vyrazne prekracuje beZzni chybu
tejto metody. Ako si vysvetlujete tento rozdiel? Na zdklade tychto vysledkov, teda
rozpadu komplexu v redukénych podmienkach, vedeli by ste navrhnut’ aky typ interakcie
drzi subjednotky v komplexe v neredukovanych podmienkach?

2. V Zavere je uvedené, Z¢ HLGP je zlozeny z dvoch subjednotiek s molekulovymi
hmotnost'ami ~95 kDa a ~100 kDa, avSak z obr. 11 vyplyva, Ze po deglykozylacii a za
denaturaénych podmienok protilatky detekovali aZ 4 subjednoty HLGP. V texte chyba k
tomuto vysledku komentar. Mohli by ste vysvetlit tento rozpor s vysledkami
prezentovanymi na obrdzku 5? Podla legendy k obr.11 v jamkach 6 a 7 by mat’ rovnaky
protein, av§ak pozorované pasy tomu nezodpovedaji. Prosim o vysvetlenie.

3. Na zéklade porovnania molekulovych hmotnosti (ziskanych z SDS-PAGE) nativneho
(~290 kDa) a deglykozylovaného HLGP (~250 kDa) bola cukornatym zvySkom
prisudena hmotnost’ (~40 kDa). Tento zéver je zaloZeny minimalne na predpoklade, ze
SDS sa viaze s rovnakou hustotou na cukornaté a aminokyselinové.

Myslite si, Ze je tento predpoklad splneny? Ak by afinita SDS k cukornatym zvySkom
bola mensia ako ku aminokyselinovym (¢o je ve’mi pravdepodobné), ako by tento fakt
ovplyvnil odhad predpokladanej hmotnosti cukornatych zvyskov?

4. Na obr.15, str. 41, uvadzate zaznam z SPR analyzy. PresvedCivosti tvrdenia
o §pecifickej interakcii HLGP ku galaktéze by vyrazne prispeli kvantitativne hodnoty
disociaénych kons$tant, ktoré je mozné urcit’ z tychto merani.

Specificita interakcie medzi receptorom aligandom je podmienend 3Ipecifickou
architektirou vizobného miesta na receptore. Ako si vysvetl'ujete fakt, ze “HLGP tak v
nativnej ako aj denaturovanej forme je schopny viazat’ sacharidy” (Diskusia, str.46)?

Diplomovi pricu povazujem za velmi dobri, s radou zaujimavych vysledkov.
Ocefiujem aj mnoZstvo prace, ktoré diplomantka vykonala, ako aj rozmanitost’ pouzitych
technik, ktoré autorka pouZila v snahe komplexne charakterizovat’ §tudovany protein.

Predlozend diplomova praca spliia poZiadavky kladené na diplomovii pracu.
Diplomova praca v podstate splnila formulované ciele a po uspokojivom zodpovedani
otazok ju odporu¢am k obhajobe.

Pracu hodnotim znamkou: 1-

Ziirich, 14. januara 2011 doc. RNDr. Erik Sedlék, PhD.
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Posudek oponenta na diplomovou praci Be. Jarmily Dupejové ,,Hemlipoglykoprotein z hemolymfy
Klistéte Dermacentor marginatus: purifikace a biochemicka charakterizace

Diplomova prace Jarmily Dupejové se zabyva velmi aktudlni vyzkumnou problematikou molekularni
charakterizace kli¢ovych proteinovych komponent hemolymfy bezobratlich sméfujici k objasnéni jejich
molekularni stavby, a nasledné i fyziologické funkce. Takové studie mohou pfispét k lepsimu pochopeni
molekularnich detaild kli€ovych fyziologickych procesi u organismi, které jsou ¢lovéku a obratloveim
vzdalené, a kde se proto mohou nalézat velmi zajimavé alternativni mechanismy. Praktickou dtileZitost
tohoto vyzkumu v humanni i veterindrni medicin€ neni snad tfeba zvlasté¢ pfipominat, souvisi zejména
s ulohou klistéte jako pfenasece infekénich onemocnéni a jeho schopnosti narusit imunitni systém hostitele.
Prace byla vykonana na svétové uznavaném pracovisti molekularni parazitologie Prof. Libora Grubhofera na
pfirodovédecké fakulté Jihoeské univerzity v Ceskych Budg&jovicich ve spolupréci s Parazitologickym
istavem AVCR. Netnavné usili této skupiny o zavedeni novych progresivnich metodik do molekularné
parazitologického vyzkumu mam tu est dlouhodobé sledovat, a mohu jen obdivovat, jak vynikajicich
vysledkd a vyznamného pokroku bylo za posledni léta v této skupiné dosaZeno. Mezi hlavni vysledky
dosazené v pfedkladané diplomové praci pfitom patii detailni molekularni charakterizace velmi zajimavého
multifunk&niho hemolipoglykoproteinu z hemolymfy KkliStéte Dermacentor marginatus, véetné detailni
molekularni analyzy zpisobu jeho glykosylace a téz jeho sacharid vazajici aktivity.

Po formalni strance mam k praci nékteré vyhrady, a to k praci jako celku i n&kterym detailim. Clenéni
tvodniho prehledu literatury mi ptijde velmi nelogické, autorka skade mezi biologickymi a chemickymi
Castmi textu bez jakékoliv logiky, coZ velmi ztéZuje Eteni této Casti prace. N&které obrazky, napf. hned obr. |
nebo obr. 12 jsou $patné &itelné, a v kazdém ptipadé by si zaslouzily mnohem detailngj$iho vysvétleni. Téz
nékteré véty v této &asti jsou velmi zmatené, napf. hned druhd véta €asti 3.1.2. U anglického prekladu
zkratek by bylo dobré to uvést (napt. CP, z angl. carrier proteins). V metodické €asti se vyskytuji chyby a
nékteré nejasné Gidaje — napt. roztok PBS myslim obsahuje vice chloridu sodného, u elektrodovych pufri je
uveden udaj ,,pfiblizného pH*, ale pfitom je to uvadéno na dv¢ desetinnd mista. Celkov€é pisobi price
dojmem ur¢itého chvatu pfi sepisovani (jak je u d€l této provenience obvyklé), a zfejmé se nepodafilo fadu
drobnych chyb napravit ani po bdélém &Eteni jednotlivych Skoliteld.

Ke kandidatce a jeji praci mam nasledujici dotazy:

1. Je n&co vice znamo o toxinech klidtat (str. 5) z hlediska jejich molekularni stavby a molekularnich
mechanismii jejich u¢inku?

2. Jaka je sacharidova specifita u lektint z rodiny fibrinogenu (str. 7)?

3. Je znamo, jaké dalsi fyziologické tlohy by mohly sehrdvat v organismu klidtéte vami studované
hemolipoglykoproteiny?

4. Vami pozorovana kinetika vazby pfi méfenich metodou povrchového plasmonu délaji dojem velmi
pomalé asociace a velmi rychlé disociace. Je tomu opravdu tak, a méte pro tento typ kinetiky néjaké
vysvétleni?

Zavérem lze shrnout, Zze pfedkladana diplomova prace kolegyn€ Dupejové je cennym piispévkem k vyzkumu
molekularni stavby a molekularnich interakci zajimavych sloZenych proteini hmyziho piivodu. Pies nékteré
drobné formalni nedostatky proto doporuduji pfijeti této diplomové prace hajobé a dal$imu fizen]

V Praze dne 13. 1. 2011 Prof. RND%

zouska DSc.



