Posudek na magisterskou praci Be. Veroniky Doriakové:

Identification and characterization of histidine-rich peptides from hard
ticks Ixodes ricinus and Ixodes scapularis

Price Veroniky Dorndkové spliuje po formélni strance poZzadavky kladené
Pirodoveédeckou fakultou JCU. Price ma 55 stran véetnd referenci a suplementu. Jednotlivé
oddily maji odpovidajici rozsah, pouze diskuze by si vzhledem k dostupné literature a
vysledktim zaslouZila vice prostoru.

Prace je napsana v anglickém jazyce, coZ osobné¢ ocenuji, protoZze pouze aktivnim
pouzivanim anglického jazyka je moZné ziskat potiebné zkuSenosti pro psani odbornych
textli. Prace se ¢te vcelku dobfe, nicméné je moZno v textu najit jazykové chyby, které by
bylo tieba opravit, pokud by se jednalo o text publikovany v mezinarodnim casopise.
K takové revizi ale vétsinou slouzi spoluautori. Také pouZiti nékterych vyrazii neni piilis
vhodné a existuji pouzivanéj$i terminy, napiiklad outer world bych nahradil slovem
enviroment, ale celkové je jazykova troven (podle mého nazoru) na dobré trovni.

Prace se zabyva identifikaci a charakterizaci HM-like proteini zklitéte Ixodes
ricinus. Zkratka HM zde odkazuje na piibuzné proteiny popsané z jinych druht, hebraein a
microplusin, u kterych byl prokdzan antimikrobidlni G¢inek. Autorka pomoci
bioinformatickych metod nalezla homologni geny v genomu Ixodes scapularis, navrhla podle
nich degenerované primery a ty pouZila k izolaci transkripti z cDNA jak I ricinus tak I
scapularis. Pro funkéni analyzu byl vybran jeden zastupce HM-like proteinu z I scapularis.
HM-scal. PfestoZe se nepodafilo potvrdit pocatecni hypotézu, Ze se jednid o protein s
antimikrobialni aktivitou, autorka provedla sérii experimentl, kterymi alespori ¢dstecné tento
protein charakterizovala. Jednim zcili prace bylo charakterizovat ricinusin - protein,
vzdalen¢ pribuzny prvni skupiné. Stejn¢ jako HM-likel, ani rekombinantni ricinusin
nevykazoval baktericidni G¢inky v uvedenych experimentech.

Nyni k jednotlivym oddilim: Uved je kvalitné napsany a seznamuje s poznatky
tykajicimi se antimikrobidlnich peptidu, jejich klasifikaci, vyskytem, funkci a jejich
stavajicim ¢i potencidlnim vyuZiti. Druhd ¢ast Gvodu poukazuje na vyzkum klitécich
antimikrobidlnich proteinti. Vytyéené cile jsou odpovidajici, vzhledem k tomu, Ze exprese
rekombinantnich proteini ve funk¢ni podobé je casto dlouhodoba zaleZitost.

Metody jsou popsany podrobné a kazdd metoda obsahuje tabulku s podrobnym
slozenim pouzitych roztokl. K metodam bych mél jednu otazku. Autorka popisuje dv:
metody indukce exprese rekombinantniho proteinu, odebréni glukézy z média a pridani IPTG.
Z mé zkuSenosti vim, Ze odebrani glukézy by me¢lo mit za nasledek pouze umoZnini bazalni
exprese uvolnénim T7 promotoru (tzv. leakage). Skutecnd indukce v pET systému se provadi
az IPTG. Mozna se jedna jen o metodu, kterou nezndm. Proto bych poprosil autorku, aby
strucéné vysvétlila, jak funguje pET systém a jakou roli hraje v tomto systému glukoéza.

Oddil vysledky je napsan chronologicky podle toho, jak postupovala prace. Je viak
bohuzel vidét, Ze si autorka nedala dostatek casu na kontrolu toho, co napsala. Napiikiad
chybi obrazky 13 a 14, obrdzek 9 je aZ za obrazkem 10. Toto je zfejm¢ disledkem
opomenutého precislovani obrazki, nicménc bych se pieci jen zeptal, zda jsou uvedeny
v§echny obrazky. K vysledkim mam nékolik otdzek: V tabulce 12 se uvadi predikovana
molekulova hmotnost a pl proteini. Jedna se o udaje se signalni sekvenci nebe bez? A
ktery udaj je relevantni? Na obrazku 4 je expresni profil genu HM-scal a ,,genu s .
ricinus“. V obrazku by mélo byt jasné¢ stanoveno jakych genii Ze to je expresni profil. Je



to tedy tak, Ze byly pouZity univerzailni primery pro vSech 6 geni a tohle je univerzalni
vysledek, nebo se jedna pouze o jednoho zastupce? Je vzhledem k blizké pribuznosti
geni moZné navrhnout primery, které by jednotlivé geny oddélily? Je moZné, Ze
jednotlivé geny maji rizny expresni profil ale pii pouZziti univerzalnich primera se tyto
rozdily smaZou? Stejné tak v pripadé I scapularis, je moiné, e dochazi ke
krosreaktivité primeru s vice geny ze stejné rodiny?

Ricinusin byl exprimovan s histidinovou kotvou. Vzhledem k predpokladané roli
histidinii ve funkci proteinu, je mozné, Ze pritomnost his-tag mohla zkreslit vysledky?
Jaké FeSeni by autorka navrhla, aby byly tyto pochybnosti vyvraceny?

V pripadé¢ ¢isténi HM-like proteinu bez his-tagu postradam SDS-PAGE analyzu
purifikace. MiiZe autorka poskytnout tento obrazek, kde by byly vidét i ostatni frakce
viditelné na chromatogramu?

Podle dostupné literatury se zda, Ze dublet His-Gly, resp. repetice této dvojice
maji schopnost vazat méd’naté ionty. ZkousSeli jste chelatacni schopnost zkoumanych
proteini, resp syntetizovaného peptidu? Jak by se takovy pokus mohl provést? Jakou
jinou ilohu neZ obranu proti mikroorganismim by mohla mit schopnost vazat ionty
kovt jako méd’ nebo Zelezo?

PrestoZze se nepodafilo potvrdit pocateéni hypotézu, neni to divod k hor$imu
hodnoceni. Autorce se podafilo identifikovat celkem 9 novych transkriptii, patficich podle
vieho ke stejné multigenni rodmc proteinli, snezndmou funkci. Autorka provedla
tv]obenetlckou analyzu expresni proﬁl v ruznych tkamch a stadnch pripravila rekombmantﬂ
proteiny. ve velice , ¢isté podobé, provedla syntézu peptldu in vitro a provedla testy na
antimikrobialni akt1v1tu Autorka se- bchem prace nauc1la radc metod, které v budoucnu
bezpochyby VyUZIJC , :

Préci, i pres mlrny chaos Ve Vysledcwh povazujl za kvalitni a pln¢ ji doporucuji
k obhajobc :

V Ceskych Budjovicich 18.1.2011

'RNDr. Jindfich Chmelaf, PhD
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Oponentsky posudek diplomové prace Be. Veroniky Dorfidkové:

Identification and characterization of histidine-rich peptides
from hard ticks Ixodes ricinus and Ixodes scapularis.

Cilem magisterské prace Vercniky Dormdkové bylo ziskat nové poznatky o
antimikrobialnich peptidech kli§tat Ixodes ricinus a Ixodes scapularis, a sice zjistit, zda také u
t&chto zastupci dané &eledi jsou pfitomny podobné antimikrobidlni peptidy jako u druhi
Amblyoma  hebraeum (peptid hebraein) a Rhipicephalus microplus (peptid microplusin).
V praci se mohla opfit o zkuSenosti kvalitniho pracovniho kolektivu, jak o tom svéd¢i Siroka
§kala zvladnutych biochemickych a molekularné genetickych technik, které ji kvalifikuji pro
naro¢nou préci v oboru.

Amplifikaci useki cDNA I ricinus a I. scapularis pomoci navrZzenych degenerovanych
HM (hebraein/microplusin) primert se podafilo ziskat celkem 9 homolognich klonu, kazdy
s kodujici kapacitou cca 120 aminokyselin. (ndvrhy danych degenerovanych primerd by si
zaslouzZily bliz§i vysvétleni).

Vedle hybridniho HM proteinu z I. scapularis byl klonovan 1i ricinusin a exprimovén
v expresnim vektoru. Zadny z téchto &istych proteint/peptid neprokazal antimikrobialni
aktivitu vii¢i gram positivnim ani gram negativnim bakteriim.

Pfitomnost sekvenci pfipominajicich isoformy geni hebraeinu/microplusinu v DNA
L ricinus a I scapularis, které vSak nejsou exprimovany nebo jsou zcela neudinné, je v
diplomové praci diskutovana a nékteré mozZné varianty vysvétleni byly experimentdlné
vyvraceny.

V experimentalni ¢asti prace je krom stanoveni MIC popsano téZ stanoveni MBC
(metodika neni spravné popséana) a vysledky tohoto testu nejsou ve vysledkové ¢asti uvedeny
(pravdépodobné proto, Ze byly negativni?).

Diplomova prace je graficky velmi p€knd a ma spravné ¢lenéni. Uvital bych, kdyby na
uvod nebo na zavér byl uveden seznam zkratek. Vytkl bych autorce, nedostate¢né titulky
k tabulkdm a skuteénost, Ze v textu mnohdy neni na tabulky odkaz a n&kdy je tabulka
uvedena dfive, nez je na ni odkaz v textu. Nékteré Casti textu jsou prakticky bez chyb, v
jinych se nachazi celd fada nepfesnosti a drobnych pravopisnych nebo jazykovych chyb,
z nich nékteré uvadim niZe spolu s otdzkou k uchazeéce.

Diplomova prace spliluje naroky pro ziskani titulu Magister a proto doporucuji jeji
piijeti k obhajobé.

Vzhledem k naro¢nosti tématu, se kterym se Bc. Dornidkova vyrovnala velmi dobie a ke
skute€nosti, Ze praci vypracovala v angliétin¢ s drobnymi chybami typu pteklept, které
naprosto nesnizuji kvalitu prace, navrhuji znamku velmi dobie (2).
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Otézka:
Zajimala se uchazecka zda pfi re-naturaci rekombinantnich proteint dochézi k obnove
disulfidickych mustkti ve spravnych pozicich?

Drobné nedostatky:

Na str. 40 v obr. 11 ma byt odkaz na Tab. 14, nikoli 13, na str. 41 a 42 je urcity zmatek
v oznaleni obrazkd. Obrazky by si téz zaslouzily podrobnéjsi legendy. U obr. 6, str 36 chybi
popisy os a legenda k obrazku neni srozumitelna (S.aureus je Gram+ nikoli Gram-).

V anglickych textech se odkazy na tabulky a obrazky pisi velkym zacateCnim
pismenem (napt. see Fig.1, as given in Table 1)
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str25 v odstavci 4.6.3. nejde o stanoveni MBC, ale pouze o zji§t€ni zda je latka v dané
koncentraci baktericidni
str33 primary sites x primarily
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containing
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