Oponentsky posudek diplomové prace Be. Lucic Outednikove:

Identification and characterization of newly found antimicrobial
peptide IRAMP) from hard tick Ixodes ricinus

Cilem magisterské prace Be. Lucie Qufednikova bylo ziskat u klidtéte Ixodes ricinus
informace o existenci peptidu, ktery by byl ekvivalentem antimikrobialniho peptidu ISAMP
(Ixodes scapularis antimicrobial peptide) vyskytujiciho se u kli§t¢ Ixodes scapularis, t.j.
detekovat, isolovat a stanovit sekvenci genu pro tento peptid a zjistit stupefi exprese ve
tkénich. Dale pak isolovat rekombinantni peptid a pfirodni peptid z tkani tohoto klidtéte a
stanovit jejich antimikrobialni aktivitu,

Cile price byly splnény, i kdyZ? se nepodafilo potvrdit antimikrobidlni t&innost
nalezeného peptidu nazvaného IRAMP.

Bc. Oufednikova urdila sekvenci genu pro IRAMP a z vefejnych databazi zjistila, Ze je
z 80% identicky s genem pro peptid ISAMP. Aminokyselinova sekvence nového peptidu
odvozend ze struktury genu vykazuje 35-70% identitu s peptidy sekretovanymi slinnymi
Zldzami a nékolika dal$imi peptidy. V daldi praci se pak soustfedila na isolaci
rekombinantniho peptidu/proteinu, coZ se viak ani pfi pouZiti riiznych pfistupl nepodafilo. V
Diskusi pak kandidatka shrnula moZné divody pro tuto skute¢nost. Také isolace nativniho
peptidu z hemolymfy nebyla Gsp&sna. Ani synteticky peptid (Bio-synthesis, USA), linedrni
nebo cyklizovany nebyl antimikrobidlng aktivni proti sadé mikroorganismi rutinng
pouZzivanych v laboratofi. Av3ak po diikladné analyze syntetického peptidu (RP HPLC a TOF
MS) bylo zjisténo, Ze aminokyselinové slozeni peptidu neodpovida pfesné aminokyselinové
sekvenci IRAMP peptidu. Viechny riznymi piistupy ziskané vysledky jsou tedy ve shodé.

V kapitole “State of knowledge” kandidatka dikladné zpracovala soutasné znalosti o
antimikrobialnich peptidech obecné a v zdvéru se vénovala kli§t'atim. Nevyhnula se bohuZel
Castému opakovani nékterych obecnych tvrzeni v mnoha podkapitolach.

Z Zasti ,,Materials and Methods® je patrné, Ze Bc. Oufednikovd b&hem prace zvladla
velmi &iroké spektrum biochemickych, fyzikdlnich a analytickych metod. Vysledky
experiment( jsou podrobné popsdny v samostatné kapitole a Diskuse je dostate€na.

Magisterskd prace je napsana &tivou angliCtinou s malym mnoZstvim gramatickych
chyb a pfeklepi. Nékteré uvadim niZe.

Ne zcela $t'astné je zpracovéna kapitola ,,References®. V seznamu je o 3 citace méné
nez je &sel citovanych &lankd v textu (chybi 128, 129 a 130). Cisla citované literatury
neodpovidaji vZdy spravnym referencim. Také forma citaci je nekonsistentni - nékdy cetina,
jindy angli¢tina; nékde &arky, n&kde tedky, jinde stfednik; nékde pouze svazek, jinde svazek
s ¢islem &asopisu; n&kde zkratka Sasopisu, jinde plné jméno &asopisu. K tomu pravdépodobng
dodlo diky velkému mnoZstvi citaci, které odpovidd spide doktorské praci neZ préci
magisterské.

V praci mi dale schdzi seznam zkratek a seznam materiald (napf. pouZitych kit). To
by usnadnilo jak kandidatce pouZivat zkratky i¢inn& a konsistentng v celém textu, tak Ctenafi

v orientaci v textu.
Bc. Oufednikovd nicmén& ve své praci prokazala schopnost védecky pracovat a

ptedloZena prace spliiuje naroky pro ziskéni titulu Magister. Proto doporuduji jeji pfijeti do
daliiho fizeni. Navrhuji ohodnocen{ velmi dobfte (2).
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V rukopisu prace se nachazi fada drobnych nedostatki a pravopisnych nebo jazykovych chyb,
k CemuZ urdité pfispéla skuteCnost, Ze autorka zvolila pro sepsani angli¢tinu a nikoli svij
rodny jazyk. Nékteré z nich uvadim:

1.
2.

B

W=

10.
1.
12.
13.

14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.

Pouzivani vyrazu problematic misto problematics, potential misto potency

str. vi a str. 653, subkapitola 5.4. — ndzev nevystihuje obsah, nebot’ kandidatka peptid
nesyntetizovala, 1épe by bylo ,,Study of the synthetic peptide nebo ,,Synthetic peptide
evaluation®

Popisy k obrazkiim by mély byt podrobné&jsi

str. 6 a7 zde je nesrovnalost v ref. dle které je uveden obr. 1 ( Fig.1.) — 25 nebo
267 Totéz platf na str. 12-14 pro Figs 2-4 a str. 27 Fig. 6.

str. 31 v Tabulce by nemély byt desetinné ¢arky, ale te¢ky

str. 32, 3. fadka odspoda Budweis nahradit Ceské Budg&jovice

str. 37, Tabulka 16  2M DDT ma byt nejspi§ DTT

str. 40, Fig. 7, francouzsky text

str. 42, fadek 13 je uvedeno...... were centrifuged at maximal speed and.... Podobné
na str. 44, posledni fadek je uvedeno ...spinned for 5 min at 1360 rpm a podobné na
str. 45. Ani v jednom pi¥ipadé neni uveden typ centrifugy popt. rotoru.

str 45 a 48, Tabulky 24 and 26 vinova délka se udava v nm nikoli mAU

str. 45 vyraz flow-through nahradit filtrate

str. 45 a str. 48 CAN misto ACN

str.46, 3.fadek odspoda by mél znit ...added to 2 ml of 0.5 % agar in LB medium
(47°C) for uniform.....

str. 51, Tabulka 30 v nazvu misto RT-HPLC by mélo byt RP-HPLC;

str. 52 microtitration plate nikoli desk

str. 54, 4.fadek odspoda Janibacter sp., Oryza sativa and Hordeum vulgare nemaji
slinné Zlazy

str. 59, 5.2.1. nadpis High performance liquid chromatography

str. 64, Fig. 23 nejsou vysvétleny zkratky

str. 70 uvedené dva fadky nedavaji pfili§ smysl

str. 72, Fig. 3, 4.fadek ...and P.aeruginosa

Dotazy:

Kolik ml hemolymfy je moZno ziskat z 1 klistéte?

Na str. 34, podkapitola 4.1.6., 2. fadek je psano: ...for testing activity or interactions
with other compounds. Jaké ,,jiiné latky* m4 autorka na myshi?

V z&véru diskuse autorka konstatuje, Ze v budoucnu by bylo tfeba testovat IRAMP
viidi jinym patogeniim. MiZe ndm fici, zda m4 na mysli né&jaké uréité bakterie nebo

houby?
v
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Posudek na magisterskou praci Lucie Quiednikové — Identification and characterization
of newly found antimicrobial peptide (IRAMP) from hard tick Ixodes ricinus

Piedkladand price se zabyva studiem zmin&ného peptidu: zahrnuje jeho charakterizaci,
ptipravu rekombinantni formy, izolaci nativni formy, pfipravu syntetické formy a studium
exprese tohoto peptidu v organech kli§téte /. ricinus. Anglicky psané prace je pojatd
komplexn& a ma klasické ¢lenéni typické pro tento druh praci. V Uvodu resp. Literarnim
piehledu autorka shmuje poznatky o antimikrobidlnich peptidech, a o biologii a imunité
klistat. Kapitola Material a Metodika ukazuje, Ze autorka zvladla nebyvalé mnoZstvi riznych
technik a postupli. Nasleduje kapitola Vysledky s prezentaci ziskanych (dajil a dat, které jsou
dokumentovany fadou obrazki a grafh. V nasledujici kapitole Diskuze a zavéry jsou
vysledky analyzovany a srovnivany se zavéry praci jinych autori. Price je zakonlena
Seznamem pouZité literatury.

Na ptedloZené praci velice ocefiuji velmi $iroké metodické zdzemi, které musela autorka
zvladnout, a dale ziskani fady vysledki — ty se sice ukdzaly do znatné miry jako negativni, to
ale nic neubira na kvalité prace. Tak rozsahlé dilo prakticky nelze sepsat bez formalnich
chyb, ty viak pfedeviim v zdvéru Vysledki byly dosti Casté (viz niZe), takZe misty
vyzadovalo zna¢né usili chépat tok textu.

K praci mim nasledujici dotazy, pozndmky a naméty do diskuse:

- str. 3 — jak4 je funkce AMP u bakterii? Jak se proti nim chrani vlastni producenti? Prosim o
struény komentaf.

- str. 8 — pro jsou AMP v klinické praxi G€¢inné pouze jako topikalni?

- str. 18 — pi3e se zde o insekticidnim piisobeni n€kterych modifikaci AMP, miizete uvést
n&jaké pfiklady nebo podrobnosti?

- str. 19 — o objevu antimikrobidlnich peptidi se zde pife jako o ,,milniku tohoto tisicileti —
to je asi odvazné tvrzeni kdyZ se pise rok 2013.

- str. 23 — fada kliSt&cich AMP (cecropiny, attaciny) ma stejné nazvy jako je tomu u hmyzu.
Jakd je mezi nimi strukturni a funkéni podobnost?

- str. 26 — Jaké chemické povahy je cement produkovany slinnymi Zlazami slouzici k
upevnéni klistéte k hostiteli?

- str. 29 — zde zalina obséhla kapitola Material a metody. MiiZe autorka upfesnit, které
metody d&lala sama a které byly provadény nékym jinym v rdmci servisu &i spoluprace?

- str. 51 — pfi popisu HPLC se pide, Ze bylo pfi déleni pouZito n€kolik gradientii — v tabulce
30, kam smé&fuje odkaz, je uveden gradient jeden. Prosim o vysvétleni.

- Material a metodika — chybi popis pitvy klidtécich organi. Jak se napf. pitva stfevo

z nasateho klistéte?

- str. 54 — zmifje se zde podobnost struktury IRAMP s jinymi proteiny ¢asto taxonomicky
velmi vzdalenych Zivodidnych i rostlinnych druhil. Prosim o komentaf ke konzervativni
struktufe peptidu a k jeho funkci u jinych druhii (Pozn. celd véta ,,In addition... " je Spatné
stylisticky postavena: ,, ...salivary protein from...Oryza sativa... “}



- Obr. 14 a dalsi aZz do konce Vysledkil maji nedostatedné aZ matouci popisky - pfedevsim u
vystupii z HPLC je §patny popis, neni jasné kolik vzorku bylo pouZito na déleni, ktery typ
dé&leni byl pouzit, u mikrobidlnich testli neni jasné fed&ni testovanych peptidd atd. (Nap#. —
Qbr. 14 — chybi popis A a B; Obr. 15 a 16. — chybi vysvétleni pouzitého znaceni L, FT, W a
E; Obr. 24 se nemiife jmenovat ,, Retention time... “ ale tFeba ,, HPLC of sythetic...”; popisky
maji rizné fonty (viz 14 vs. 15) atd. Nékdy je zavadéjici i text — prvni véta pod Obr. 27 éini
dojem, %e opravdu k tomuto obrdzku patfi a Ze kazda jeho frakce obsahuje stejné ldatky, coZ
neni mozné — tady mi trvalo opravdu diouho, nez jsem pochopil, jak je to mysieno).

- str. 59 a dale — izolace nativniho proteinu (asi mé&lo byt peptidu): pro¢ byla pfi purifikaci
pouZita napfed kolona reverzni faze a teprve potom ,,size exclusion*? Zpravidla se to déla
naopak, protoZe RP je mnohem efektnéj3i déleni.

- str. 62, text Obr. 17 (i jiné Obr.) — co se mysli vyrazem ,,dilution 40 pl* ?

- str. 66 a 67 — prosim o vysvétleni obrazkd 25 a 26, co piedstavuje dvojity ,,peak™ v nich?
Jak se lii Obr. 25+26 od Obr. 277

- str. 70, Obr. 30 — pro¢ nebyla vi&i Staphylococcus aureus a Escherichia coli testovana take
frakce €. 4 syntetického peptidu (viz Obr. 27)?

- str. 74 - diskutuje se zde, Ze expresni systém E. coli neni pro produkei pfisluiného AMP
piili§ vhodny. NezvaZujete pouZiti systému Pichia pastoris? (Pro na$i skupinu uspésSné
pFipravuji v tomto systému rekombinantni inhibitory protedz (s pravdépodobnym
antimikrobidlnim a antifungdlnim ucinkem) kolegové z varfavského Ustavu biochemie a
biofyziky (PAN). Peptid ma hmotnost 6.8 kDa)

- str. 76 — poznamka k diskuzi o neu¢innosti testovanych AMP v antimikrobiélnich testech: je
tieba vzit v tivahu, %e pfi HPLC purifikaci, zv1ast€ pak opakované, jsou velké ztrity d€leného
materidlu (n&kdy az desitky procent).

- str. 78 a déle — citace v Literarnim pfehledu nejsou psany jednotné (nékde jsou jména
autort: oddélena cdrkami, jinde stFedniky, nékde jsou vypsdni viichni autoFi prdce, jinde je
uvedeno , et al. " nebo dokonce ,,a dalsi". Nékde jsou u dasopisi uvedena i ¢isla, jinde pouze

rocniky).

Zavérem:

Autorka zpracovala mnoZstvi materialu, osvojila si nebyvale Sirokou a ucelenou 8kilu
metodik a vyprodukovala fadu vysledkd. Na druhou stranu prace obsahuje zbytené formalni
chyby, ¢imZ si autorka trochu kazi velmi dobry celkovy dojem. Nicméné tyto chyby nejsou
zdsadni, a proto praci zcela jednoznaéné doporutuji k obhajobé, jako jeden z nezbytnych
podkladi k ziskani magisterskeho titulu.
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