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Autor: Bc. Zuzana Simonova
Nazev: Ur&eni N-glykomu kli§téte Ixodes ricinus a Dermacentor

marginatus; analyza N-glykani v tkanich klistéte a jejich
porovnani

Glykosylace bilkovin je v piirodé pomérn€ Castym jevem a v mnoha piipadech hraje

klicovou ulohu ve funkci takto modifikovanych bilkovin. Proto je nutné se témito
modifikacemi bilkovin zabyvat, rozvijet zpisoby analyzy glykosylace bilkovin a ty pak
uplatitovat pro blizsi urleni struktury, vlastnosti a funkce glykosylovanych bilkovin. Z tohoto
hlediska je téma piedkladané diplomové prace velmi zajimavé a jednim z u¢innych nastroji
pro tento typ analyzy je aplikace metod hmotnostni spektrometrie tak, jak ji autorka
predstavuje ve své praci.

K piedkladané praci mam nasledujici pfipominky, resp. dotazy:

str. 8, F. 11 a dale: oznadeni vazeb v glykanech, napf. Manal-6(Manl-3)Manl-4.., ma u
prvni vazby uveden fecky symbol urCujici polohu vazby, ale pro dalsi vazby to jiz neni
uvedeno

str. 8, obr. 3.1: nespravny popis obrazku, napf. glykan pod pismenem (a) neni hybridniho
typu

str. 8, F. 19: vysoce manosylovany typ N-glykand miZe k zékladni struktufe mit pfipojeno
i vice nez 6 jednotek

~ str. 18, . 12-13: pfenesenim molekuly do plynné fize nemusi nutné tato molekula ziskat

naboj

str. 18, . 24: matrice se v MALDI procesu nemusi nutn€ rozpadat

str. 18, . 26: molekula analytu mize byt ionizovana i uvolnénim kationtu nebo aniontu
str. 19, obr. 3.2: zde se pravdépodobn¢ jedna o schéma sektorového hmotnostniho
spektrometru s elektronovou ionizaci, nikoliv o schéma MALDI-TOF MS pfistroje

str. 21, . 1: glykany maji velkou afinitu k Na" i v ESI procesu

str. 28, . 11: HexNAc,Hex, (m/z 1141,6) — HexNAc,Hex>dHex (m/z 1141,6)

str. 30, . 8 a str. 35, . 7. HexNAcsHexsNeuAc (m/z 2431,2) — HexNAcsHexsNeuAc
(m/z 2431,2)

str. 35, . 8-9: HexNAcs;Hex4 neodpovida m/z 1753,9

str. 8, . 2: O-proteiny — O-glykoproteiny

str. 8, f. 21: N-acetyllaktosamin — (mé pravdépodobné byt) N-acetylgalaktosamin
str. 9, . 4: natiklad — naptiklad

str. 13, f. 23: proteinli — proteiny

str. 14, f. 27: dychacicm — dychacim

str. 18, t. 18: Elektrospray — Electrospray
str. 19, . 7: quadrupol — kvadrupol

str. 20, t. 22: Castellem — Costello

str. 35, f. 16: fukzou — fukozou

str. 44, t. 6: galaktdza — galaktozae

str. 44, . 9: -glukosaminu — -glukosamin

str. 44, t. 11: -hexosaminem — -hexosamin
str. 44, t. 13: Time-o-Flight — Time-of-Flight
str. 47, f. 26: PARASITE — Parasite




_ Jakou informaci ztratime, pokud ve smesi biKOVIn OADOUTATE SRAFIHEEERS FET 0
glykany?

_ D4 se u nékterych organid klistéte vylougit ,.kontaminace” N-glykoproteiny zkrve
hostitele?

— Co se rozumi pod pojmem ,vyuZiti bioortogonalnich derivati cukrt v kombinaci s in
vitro feedingem*?

Pres uvedené pripominky piedkladana prace splituje stanovené cile zadani. Zpracovany
piehled literatury je v pfiméfeném rozsahu a dodrzuje citaéni normy. Obsahova a formalni
stranka prace je az na n&kolik vyjimek v pofadku. Autorka té% prokézala aktivni pfistup k
samostatné praci a proto doporutuji piedloZenou diplomovou praci k obhajobg a navrhuji
hodnoceni vyborné.
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\utorka: Bc. Zuzana Simonova
Nazev: Urleni N-glykomu kiiStéte Ixodes ricinus a Dermacentor marginatus; analyza N-glykanu
kanich klistéte a jejich porovnani

Jedouci prace: Prof. RNDr. Libor Grubhoffer, CSc.
kolitel specialista: Mgr. Jan Stérba

dJponentsky posudek vypracoval: RNDr. Radek Sima, PhD., Parazitologicky ustav BC AVCR, Ceskd
3udéjovice

Viagisterska diplomova prace Bc. Zuzany Simonové se zabyva charakterizaci N-glykanG v riznycH
kanich klistat Ixodes ricinus a Dermacentor marginatus. Prace svym zamérenim zapada dg
llouhodobého vyzkumného rdmce laboratofe vedené Prof. Liborem Grubhofferem.

diplomova prace ma 55 stran a dle zvyklosti je ¢lenéna na Uvod, cile préce, literarni pfehled, materia
) metody, vysledky, diskuzi, zdvér, seznam pouzitych zkratek a seznam literatury. Rozsah a vzajemny
yomér jednotlivych ¢asti je pfiméfeny a odpovidajici ndrokiim na magisterské diplomové prace ng
Firodovédeckée fakulté JU.

sile prace jsou strucné, jasné definované a konkrétni.

iterarni prehled Citd 19 stran textu a dle mého nazoru tvofi nejlepsi ¢ast magisterské prace. Text je
lobfe strukturovany, v prvnich podkapitolach se autorka zaméfuje na systematické zafazeni klitat \
amci arthropod, popis Zivotniho cyklu klidtat a vyCet nejzavaZnéjsich, klistaty prendsenych
ynemocnéni. Za zdafilou povaZuji pasdZ tykajici se glykosylace a klasifikace glykand. Autorce sg
»odafilo zpracovat toto komplikované téma do prehledné a ¢tivé formy.

>festo bych si dovolil poukdzat na nékolik vice, &i méné zdvaZnych nedostatku:

Text odstavc 3 a 4 na strané 4 jsem nenalezl v odkazovanych literarnich zdrojich. Véty popisujic
illoscutulum a Hallertiv organ naopak napadné pfipominaji tryvky c¢lanku "Klisté obecné" n4g
vikipedii (http://cs.wikipedia.org/wiki/Klisté obecné). PoufZiti internetové encyklopedie jako zdroje
nformaci pro odborny text povaZuji za zcela nevhodné. Co se ty¢e morfologie a biologie klistat
2xistuje celd fada kvalitnich zdrojl zabyvajicich se touto problematikou. Napf¥. klasicka dila Biology o
[icks (Sonenshine), nebo Morphology, physiology and behavioral biology of ticks (Sauer et Hair).

-V popisku obrazku 3.1 na strané 8 je chyba. Pod pismenem A je na obrdzku zobrazen vysocg
nanosylovany N-glykan, pod pismenem B hybridni typ N-glykanu, nikoliv obracené.

- Literdrni odkazy Klompen et al., 2007 na strané 5, Grubhoffer a Dusbabek, 1990 na strané 10 3
{uang et al., 2007 a 2010 na strané 17 jsem nenalezl v seznamu literatury. Na strané 17 neni
ydkazu Grubhoffer et al. uveden rok. Na stranach 18 a 19 se autorka odkazuje na praci Hillenkamp 4
(aras, 1988, sprdvné ma byt Karas a Hillenkamp, 1988.

(apitola Material a metody je sepsana na 5 stranach, je pfehledné ¢lenéna, jednotlivé metody jsou
rysvétleny srozumitelnym zplsobem.

( této kapitole bych mél nasledujici pfipominky:

- PFi popisu pracovnich postupl je zvykem uvddét obchodni nazvy pouiitého materidlu. Nestaé
1apsat "inhibitory proteaz, ultrafiltra¢ni centrifugacni kolonka, nebo kolonka s naplini aktivniho uhli"
e nutné uvést cely obchodni nazev vyrobku, aby by! kdokoliv schopny popsanou metodu v pfipadéd
rajmu zopakovat.

-Nejsou mi zcela jasné Gdaje v Tabulce 4.1. Na prvnich 12 fadcich tabulky jsou jednotlivé rozepsang
itddia kliStéte a tkané, ze kterych byly pfipraveny homogenaty a nasledné izolovany glykany. Ni




kutikula", pfipadné "cely + kutikula + stfevo + ostatni organy". Znamena to, Ze extrakt byl provadén
celého klidtéte obohaceného o kutikulu (ptipadné jesté o stfevo a ostatni organy)? Pokud ano, co
ylo smyslem tohoto opatfeni? Jestlize byly jednotlivé organy homogenizovany kazdy zvlast, bylo by|
hodné dodrzet stejnou logiku, podle které jsou tkdné vypsany v horni ¢asti tabulky. Déle se v tabulce
iachazi poloZky "samec" a "nenasdty samec"”. Jaky je mezi nimi rozdil?

tysledky predloZené magisterské prace jsou shrnuty na 12 strandch, véetné 14 obrazku a 2 tabulek. Z
elkového poctu 16 (resp. 19) klistécich homogenatl se podafilo Uspésné analyzovat pouze 6 vzorka.
' textu jsou popsany nalezy glykanovych struktur v jednotlivych tkariovych homogenatech metodou
AALDI-TOF, vysledky jsou doplnény pFisluSsnymi obrazky. Celkové bylo identifikovano 25 glykanovych
truktur, které jsou shrnuty ve dvou tabulkach na konci kapitoly.

Text vysledkd je oproti predchozim kapitolam pomérné neprehledny a hiife se v ném orientuje. Bylo
iy vhodné rozdélit text do nékolika podkapitol. Nap¥. na podkapitolu popisujici spektrum N-glykand
adnotlivych tkanich a na ni navazujici podkapitolu zabyvajici se strukturnim uspofadanim nalezenych
lykanl. Lep3i orientaci by rovnéZ prospélo promyslenéjsi zasazeni obrazkli do textu tak, aby se
ifislusny obrézek nachdzel v blizkosti textu, ktery se k nému vztahuje. Napf. Obrazek 5.5 zobrazujic
pektrum glykant purifikovanych ze stfeva nasaté samice /. ricinus je umistén na strané 30, texi
ykajici se tohoto obrdzku je na strané 32 a obrazky struktur nalezenych glykanu jsou na stranach 33
1 34, CtenaF, ktery si chce udélat komplexni pfedstavu o nalezenych glykanech tedy musi informace
yomérné sloZité hledat.
Tabulky na konci kapitoly jsou oznadeny jako Tabulka 5.15 a Tabulka 5.16. V textu je na né ale
ydkazovano jako na Tabulku 5.7 a 5.8. Ani jedno &islovani neni logické. Vzhledem k tomu, Ze se vd
ysledcich Zadné dalsi tabulky nevyskytuji, mélo by byt jejich znaéeni Tabulka 5.1 a Tabulka 5.2.

diskuzi jsou vénovany celkem 4 strany textu. Autorka porovnava svoje vysledky s literarnimi tudaji i
rysledky pochazejicimi ze kolici laboratofe. K této kapitole nemam Zadné zavazné pfipominky, pouze
iterarni odkaz Crocker et al., 2001 na strané 41 neni v seznamu literatury.

/ Seznamu literatury jsou uvedeny dvé prace Dupejové et al. z roku 2011. Bylo by dobré tyto prace
)dlisit napf. pismeny A a B, aby bylo jasné, na kterou praci se autorka v textu odkazuje.

(diplomové praci bych mél jesté nékolik obecnych pfipominek:

V préci se misi riizné styly vypravéni. Hojné se vyskytuje "ich forma", ktera se v odborném texty
1epouziva. Prace by méla mit jednotnou formu, doporuéuje se pouZivat pfiesti minulé trpné.
Tabulky by mély mit jednotny graficky styl.

Literarni odkazy v textu by mély mit jednotnou formu. KdyZ autorka cituje préaci vice nei dvou
wutord, uvddi tuto citaci ve formatu "Jméno et al,, rok", pokud cituje praci dvou autord, uvadi ji ve
‘'ormatu "Jméno a jméno, rok". V obou pfipadech by méla pouZivat jednotné ¢eskou formu a (kol.)
1ebo latinskou et (al.).

-V textu se vyskytuje cela fada preklepl a pravopisnych chyb (napf. str. 43 "...glykany...obsahoval
ukézu...").

Jtazky oponenta:

L. Hmotnostné spektrometrické analyzy popisovanych glykant byly provadény na Indiana University
1 USA. Mohla by autorka objasnit svilj osobni podil na téchto analyzach? Déle bych chtél autorkd
yozddat, zda by si mohla vybrat jakykoliv glykan popsany v diplomové praci a na jeho pfiklady
Jetailné vysvétlit cestu od klistéci tkdné po odvozeni strukturniho sloZeni glykanu z hmotnostnich
spekter.

2. Pomérné prekvapivym vysledkem je vysoky vyskyt komplexnich N-glykand v klidtécich tkanich
rejména ve stfevé. Komplexni N-glykany se u nizsich organism0 vyskytuji méné Casto, nabizi se ted
otazka, zda jsou tyto glykany opravdu klistéciho pivodu, nebo zda se jednd o glykany pochazejici




rastoupeni komplexnich N-glykanl v porovnani s vysledky analyzy klistécich tkani?
aké je zastoupeni komplexnich N-glykand v tkanich klistatim pfibuznych skupin, které nesaji kre
rozto€i, pavouci, ostrorep)?

7avérecné hodnoceni: PredloZend magisterska diplomova prace pasobi dojmem, Ze byla napsdna v4
relkém Casovém stresu. SvédEi o tom nesrovnalosti v literarnich odkazech, chybné ¢islovani tabulek
ejednotnd forma i mnoZstvi preklepl. Diplomovou praci presto doporucuji k obhajobé s tim, g
dvérené hodnoceni ponecham na rozhodnuti zkusebni komise. Vysledek obhajoby bude zaviset nj
schopnosti autorky vysvétlit vySe popsané nejasnosti a na trovni odpovédi na otazky oponenta.

v Ceskych Budéjovicich 11.1.2012
Radek S$im3
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