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Posudek oponenta na diplomovou praci

Autor prace: Be. David Hartmann
Nazev prace: Charakterizace a funkce Faktoru C z kliStéte Ixodes ricinus

PredloZena diplomova prace zpracovava na 47 stranach zajimavou problematiku pfirozené
imunity klidtat, konkrétné se zabyva Faktorem C a jeho prikazem pomoci metod molekuldrni
biologie a bioinformatickych néstroji. Prace je standardné ¢lenénd, po stru¢né tvodni Casti a
vytyCeni cili nasleduje popis pouzivanych metodik. Dosazené vysledky jsou dokumentovéany
obrazky a grafy. Diskuze a zavér shrnuji struéné dosazené vysledky, nejdilezitéjsim vysledkem je,
Ze Faktor C popsany u ostrorepa a klistéte I scapularis se nachéazi také u klistéte I ricinus. Byla
urlena jeho sekvence, exprese v hemocytech a vytvoteny specifické protilatky. Funkce Faktoru C u
I ricinus v koagulaci hemolymfy a fagocytéze naznacuji data jinych autorti uvedend v diskusni
¢asti. Diplomova prace je napsana srozumitelné s malym mnozstvim pieklept, zdroje jsou fadné

citovany.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

- Nejslabsi &asti je Uvod o imunité bezobratlych na prvnich 3esti strandch diplomové préce.
Misto utfidénych informaci spoleénych pro vétSinu bezobratlych a srovnani simunitou
obratloveli pouZiva autor utrzkovité udaje, je obtizné ur€it, co se vztahuje obecné na
bezobratlé a co na imunitu ostrorepi a klistat. Chybi zadkladni dé€leni na bunéfnou a
humorélni sloZku imunity, o melanizaci, nodulaci a enkapsulaci se dozviddme spiSe
nahodnég, neni ujasnén komplementovy systém (struény popis u obratlovci, cesty aktivace
kaskady, analoga u bezobratlych, u jakych taxonomickych skupin se vyskytuje, funk¢ni
nebo strukturni homologie...). Kromé& ostrorepii by mély byt zminé€ny i hmyzi modely
koagulace hemolymfy.

- Obr. 2 a 3 uvadi to samé, misto duplikace informaci mélo byt uvedeno srovnani jesté s
koagulaci hmyzu. Piitomnost TG (uvedenda na obr. 2 ale chybgjici na obr. 3) u klistat je
uvedena v jinak odtrzeném odstavcei na str. 6, znamé Casti koagula¢ni kaskady by mély byt
vyznadeny napi. schématem a porovnany s jinymi taxony. Obrazky s anglickymi popisky by

meély byt v Cesky psané praci pieloZeny.
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- Str. 2: ,Velmi dualezita jsou granula, ktera jsou pfitomna v 99% hemocytl tzv. amoebocyty.*
Z véty vyplyva chybné tvrzeni, Ze granula = amoebocyty.

- Str. 2: ,,V ostrorepech byly nalezeny komponenty naznacujici ptitomnost komplementového
systému, ktery iniciuje fagocytozu...“. U obratloved komplement lyzuje pomoci MAC
mikrooganismy a jejich zbytky jsou odstrafiovany fagocyt6zou, jednd se zde opravdu o
pfimou stimulaci fagocytdzy, jakym mechanismem by k tomu dochézelo?

- Str. 3: ,,Humoralni imunita je pravdépodobné uzce spojena s buné¢nou imunitou, konkrétné
s primitivnim komplementovym systémem.“ Komplement patii do humoralni imunity, ne do
bunééné, propojeni bunééné a humoralni imunity je jiz brano jako prokéazany fakt.

- Bezobratli Zivocichové dokazou specificky rozpoznavat antigeny (napi. IrFC také), proto
bych se vyhnul tvrzeni, Ze bezobratli nemaji specifickou imunitu, vSe zalezi na definicich,
co si pod timto terminem piedstavime, v pouZitém kontextu to je zavadéjici.

- Jaké jiné druhy klistat se vyskytuji v CR (na str. 1 se piSe, Ze to je zejména L ricinus)?

-V materidlu nejsou uvedeny zdroje vSech pouzitych chemikalii.

- Autor pouzival fadu naro¢nych metod molekularni biologie, neni ale zcela jasny podil autora
na jednotlivych vysledcich. Nejsou uvedeny optimalizace metod, autor tedy asi postupoval
podle zavedenych protokolt, pracoval samostatné?

- Diskuse je velmi kratka, navic obsahuje vysledky jinych autoru (ty patii do vysledkové Casti
diplomové prace, neni k nim uvedena metodika, autor uvadi tyto vysledky i1 v zavéru a
anotaci). Faktor C je diskutovan pouze u klist'at a ostrorept, pro¢ ne u hmyzu?

- Srovnani sekvence IrFC je na obr 14 s IsFC (podle informaci v zavéru query cover 100%) a
na obr. 35 s ostrorepem i trzdentatus (podle informaci v zavéru query cover 98%), pro¢
neni uvedeno srovnam vSech druhti v jednom obrazku? Chybi podobné srovnani s
ostrorepem C rotundwauda (podle informaci v zavéru query cover 98%).

- Str. 45: Chybné uveden Journal of innate immunity — spravné J. Innate Immun.

Diplomova prace Davida Hartmanna je aktudlnim souhrnem informaci o Faktoru C u
nékterych bezobratlych, spliiuje pozadavky kladené na diplomovou praci, a proto ji doporucuji ke
schvileni a Kklasifikaci znamkou. Vzhledem k mym pfipominkam navrhuji znamku ,,2%, vysledné

hodnoceni ale ur¢i komise s prihlédnutim k pribéhu obhajoby.

Oponent: RNDr. Pavel Hyrsl, Ph.D. / \/‘
V Brng 7.1.2014 //”D’f/%fz ........
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Obhajoby magisterskych praci 23.1.2014

Vézeny pane piedsedo,

zasilim vypracovany posudek na diplomovou prici Be. Davida Hartmanna na téma
»Charakterizace a funkce Faktoru C z klistéte Ixodes ricinus “. Diplomova prace spliiuje pozadavky
kladené na tento typ praci, a proto ji doporuduji ke schvileni a klasifikaci znamkou ,,2%,
vysledné hodnoceni urci komise dle pribéhu obhajoby. Zaroveri se omlouvam, Ze se obhajob

23.1.2014 osobn¢ nezcastnim kvili pracovni vytiZenosti v Brné.

S pozdravem,

RNDr. Pavel Hyrsl, Ph.D.

MASARYKOVA UNIVERZITA, PRIRODOVEDECKA FAKULTA, Kotlafska 2, 611 37 Brno

Verejna vysokd $kola zfizena zakonem, nezapisuje se do obchodniho rejstfiku.
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Posudek na magisterskou praci Bc. Davida Hartmanna
Jiho€eska univerzita v Ceskych Budé&jovicich, Pfirodovédecka fakulta
Charakterizace a funkce Faktoru C z kliStéte Ixodes ricinus

Skolitel: RNDr. Petr Kopacek, CSc.
Skolitel specialista: RNDr. Lenka Grunclova, Ph.D.

PredloZzena magisterska prace je vypracovana v ¢eském jazyce, obsahuje 47 stran, je logicky ¢lenéna

na Uvod, Cile prace, Material a metody, Vysledky, Diskuzi, Zévér a PouZitou literaturu.

Je psdna srozumitelné, i kdyZ nékteré formulace a véty by zjevné potfebovaly doladit, obsahuje malé
mnozstvi chyb a preklepd.

Cilem prace bylo hlavné dosekvenovat "full clone" klistéciho Faktoru C, stanovit jeho expresni profil,
pfipravit protilatky proti tomuto proteinu, zjistit jeho lokalizaci pomoci WB a pokusit se o KD tohoto

genu pomoci metody RNAI. Cile prace se viceméné podafilo naplinit.

Poznamky a otazky

Uvod - je rozdélen do nékolika podkapitol a obsahuje Gvod do problematiky klidtat, imunity
bezobratlych a imunity klistat, véetné zkoumaného Faktoru C.

Stranal - vyvoj kazdého kliStéciho stadia netrva priblizné jeden rok.
Strana 1 - ostrorepi nejsou fylogeneticky nejpfibuznéj$im druhem klistat v rdmci Chelicerata.

Materidl a metody

Strana 12 - transformace plasmidu do E. coli pomoci metody "heat shock" - Spatnd formulace.
Strana 15 - nedoslo k ligaci a presekvenovani celé délky Faktoru C z jednoho klonu - sekvence byly
skladany z vice presekvenovanych kust po RACE PCR - hrozi zde riziko variability mezi jednotlivymi
transkripty.

Strana 17 - Freundovo adjuvans nebylo poufZito dle navodu - pro¢ chybi prvni vakcinace kompletnim
Freundovym adjuvans? Také chybi Gdaj, jak byl kralik imunizovan (subkutanné)?

Strana 19 a 20 - chybi Gdaje o koncentraci pouzitého plasmidu, PCR produktu a enzymu (U).

Vysledky
Strana 33 - Obr. 25 - grafy vysledk( qRT-PCR jsou nejednotné, popisy os nejsou podle mné spravné.

Muze autor vysvétlit rozdil mezi relativni a absolutni kvantifikaci exprese?

Strana 27 - Obr. 27 - tento WB by bylo tfeba zopakovat.

Strana 35 - funguje tedy kréli¢i protilatka proti Faktoru C? Je mozno vilbec protedzu detekovat? Jaké
velikosti produktti Ize ocekavat?

Diskuze

Strana 39 - genom klistéte byl sloZen na zédkladé sekvenace gDNA a cDNA.

Strana 40 - Obr. 35 - &ervené ramecky neobsahuiji cysteiny (cys-rich region), neni vysvétleno, co je to
EGF_3 doména?

Strana 42 - Obr. 38 - chybi statistika (ne jenom zde)

Obr 43 - podle mné ne zcela vhodnd prezentace vysledk - je tedy signal vné nebo uvnitf hemocyt(?
Kde je okraj hemocytl?




Zavér
Strana 44 - co je to "query cover"? Jak je mozné, Ze je 100% pro Factor C mezi . ricinus a |.
scapularis? Lze tuto sekvenci najit u jinych klidtat?

Literatura - v poradku

V ramci obhajoby pozaduji vysvétleni:

1) Strana 40 - Obr. 35 - ¢ervené rameé&ky neobsahuiji cysteiny (cys-rich region). Neni vysvétleno, co
je to EGF_3 doména?

2) Strana 33 - Obr. 25 - grafy vysledk qRT-PCR jsou nejednotné, popisy os nejsou spravné. Miize
autor vysvétlit rozdil mezi relativni a absolutni kvantifikaci exprese?

PredloZenou praci doporuduiji k obhajobé.

V Ceskych Budé&jovicich dne 15/1/2014

RNDT. Ondhj/H jdugek Ph.D.




