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Oponentsky posudek na magisterskou praci Bc. Nelly Keplové

»lzolace a charakterizace nového antimikrobialniho peptidu (defenzinu) exprimovaného

v kliStéti obecném Ixodes ricinus*

V praci autorka fesi problematiku nového antibakterialniho peptidu z Ixodes ricinus. Jako cil si
autorka urcila vypracovani literarni studie, optimalizaci technik pro detekci a izolaci genu a kone¢nou
identifikaci genu pomoci molekularné-biologickych metod, predikci antimikrobialnich vlastnosti
ziskaného peptidu a interpretace vysledki studie.

Prace je relativné piehledna, s mnozstvim obrazki. Ma 72 stran je ¢lenéna na nékolik kapitol
literarniho Gvodu, cile prace, material a metody, vysledky, diskuzi, zavér a literaturu. Je vyvazena a
svym rozsahem odpovidad narokiim na magisterskou praci. Autorka splnila vytyéené cile prace a
vysledky uspésné sepsala a diskutuje s mnozstvim literarnich zdroju.

K formalni strance prace mam tyto pfipominky:

Price je sepsand bez chyb a preklepti, svym rozsahem odpovida ciliim prace autorky. Clenéni prace
je logické a prehledné. Chyby jsou v citované literatufe, nékolik citaci chybi v zavére¢ném piehledu
literatury, naopak jedna ptebyva. Sjednotit by autorka méla format citaci, zejména v piipadé dvou
autoru. Sjednotit format si vyzaduje i kapitola literatura.

U jednotlivych kapitol mam tyto p¥ipominky:
V uvodu autorka beze zbytku vycerpala téma antimikrobialnich proteind i konkrétné defenzind,
chybi mi vSak $irsi pohled do imunity kli$tat a bezobratlych. Autorka jej shrnula na jednom obrazku.
Kapitola material a metody je dobfe a dikladné sepsana.
Vysledky jsou vyCerpavajici, ale trochu nepiehledné. Mam ktéto c&asti nékolik dotazi a
pfipominek:
Str. 38: Autorka v. sekvenci celého genu chybuje v rozdéleni na kodujici a nekddujici oblast genu.
Str. 40: Jak si autorka vysvétluje rozdily v alignmentu ziskané sekvence a sekvence JAC94130
z GenBank?
Obr 18: Lze néco vyvodit z porovnani struktur defenzini?
Obr 29: Miize autorka vysvétlit, co vidime? Pro¢ testovala autorka frakci nad 30kDa?
Obr. 30: Chybi mi pfipomenuti pozitivni a negativni kontroly
Tab. VI: Pro¢ se lisi u€inek na G+bakterie mezi s sebou a G- také
Obr. 31: V porovnani s kontrolou na obr. 6 ma zde fragment actinu jinou velikost
Obr. 33: Amplifikovany fragment vypada vétsi nez 220bp.

Na autorku mam nékolik dopliujicich dotazi:

Lze se plné spolehnout na in silico analyzy? Jak lze napiiklad dileZitou vlastnost, naboj peptidu,
overit experimentalné?

Jak je to s lysozymy klist'at? Nejsou oni tim antimikrobialnim agens?

V diskuzi autorka srovnava exprese defenzini v tkanich, pro¢ neni AnlrDef exprimovan ve stfevé,
tam je prece rezervoar patogent?




Zaverem:

Autorka zvladla zékladni metody molekularni biologie, ispésné je aplikovala na studovany gen a
dosazené vysledky jsou podle mne dobrym zakladem pro ptipadnou dalsi praci na tomto tématu.

Pfes vSechny pfipominky jsem piesvédéena, ze predlozena prace spliiuje naroky Prirodovédecké
fakulty JU na magisterskou préci, proto ji doporucuji k obhajob¢ jako jeden z predpokladi udéleni
titulu Magistr. Navrhuji znamku 1-2 v zavislosti na obhajobe¢.
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OPONENTSKY POSUDOK NA DIPLOMOVU PRACU

Nazov préce: Izolace a charakterizace nového antimikrobialniho peptidu (defenzinu)
exprimovaného v klistéti obecném Ixodes ricinus

Autor prace: Be. Nelly Keplova
Skolitel: Natalia Rudenko, Ph.D.

Predlozend diplomova priaca sa zaobera izolaciou a charakterizaciou nového
antimikrobidlneho peptidu - defenzinu z klie$ta Ixodes ricinus. Cielom tejto prace izolacia a
blizsia charakterizacia defenzinu prostrednictvom ziskania Struktiry, expresného profilu
v roznych tkanivach a vyvojovych stadiach kliestov ako aj priprava rekombinantného peptidu
a analyza jeho antimikrobidlneho potencialu.

Praca je napisana v Standardnom formate na 72 stranach, rozdelena je do 8 kapitol
a doplnena 33 obrazkami a 7 tabulkami. Autorka sa v literarnom prehlade zaober4 podrobne
rozdelenim antimikrobidlnych peptidov, mechanizmom ich t¢inku, klasifikaciou defenzinov,
mechanizmom ich G¢inku aich klinickym vyuzitim. Na zdver autorka stru¢ne popisuje
imunitu kliestov, tato kapitolu v8ak mohla podrobnejsie spracovat’. Autorka prejavila dobru
orientaciu v odbornej literatire, o com sved¢i mnozstvo najaktudlnejSich literarnych zdrojov
(zhruba 26% z nich bolo publikovanych pocas posiednych 4 rokov).

K praci mam nasledovné pripomienky:
1. V texte chybaji odkazy na viaceré tabulky a obrazky (napr. na Tab.1, IL. obr.1, 2, 3, 4..)

2. Latinské ndzvy by som doporucila autorke 1x najskor vypisat’ celym slovom rodové aj
druhové meno a potom uz pouzivat skratku rodového mena

3. Klasifikéacia defenzinov (podkap. 1.2.1., str.11-13) nezodpoveda klasifikacii defenzinov na
obrazku ¢.3

4. Nepovazujem za najvhodnejsie formulovany prvy ciel prace - Stidium literatiry a tak isto
aj posledny ciel’ — interpretacia vysledkov

5. Autorke by som doporucila pre jednoduchsiu orienticiu v texte pri nukloetidovych a aj
aminokyselinovych sekvenciach vyznacit' ¢islom pocet nukleot.baz/aminokyselin, str.48

K praci mam nasledovné otazky:

1. Na strane 3 autorka spomina, Ze vyhodou AMPs je odliSny mechanizmus pdsobenia na
baktérie nez v pripade antibiotik. Vedeli by ste mi ho struéne opisat’?
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2. St zname nejaké defenziny voci spirochéte Borrelia burgdorferi aviete popisat aj
mechanizmus ich u¢inku? A ako je to potom s obranou klie$tov proti virusom, konkrétne
virusu kliestovej encefalitidy?

3. Autorka uvadza na str.30 pri klonovani PCR produktu do vektora, ze jednotlivé koldnie
boli preockované do 1,5 ml LB média s ampicilinom s konc. 50 pg/ml a boli opét” inkubované
cez noc. Nejedna sa o preklep v mnoZstve média, teda naozaj ste inkubovali kolonie len 1,5ml
média, z ktorého ste na druhy den izolovali plazmidova DNA?

4. Na strane 35, Tab. IV — ako si vysvetl'ujete niz3iu koncetraciu DNA ako RNA pri izolacii?
Autorka uvadza koncentraciu DNA a RNA z réznych $tadii a aj organov klietov v tab.IV, ale
nie pocet kliestov. Jednalo sa tak o koncentracie ziskané z 1 kliesta alebo $lo o priemerné
mnozstvo koncentracie? Autorka neuvadza vsak ¢istotu koncentracie.

5. Ako si autorka vysveluje ovela vyraznej$i band z PCR reakcie z nacicanych nymf ako
u nenacicanych alebo nacicanych samic, kedze samotny defenzin, teda Cast' jeho sekvencie,
bola ziskana z transkript. kniznice pripravenej z hemocytov z nacicanych samic? (obr. 7)

6. Neskusali ste pouzit' okrem senzitivnejsej Taq polymerazy, napr. nested PCR?

7. Autorka na str. 37 uvadza purifikaciu PCR produktu z gélu a jeho sekvenacnu analyzu.
O ktoré stadium kliesta sa jednalo?

8. Ako si autorka vysvetl'uje celkom zna¢né rozdiely pri porovnani ziskanej nukleotidovej
sekvencie a sekvencie z GenBank JAC94130, obr.8, ak sa jedna o ten isty druh kliesta?

9. Popis k obrazku 25, autorka opisuje pri &isle 1- ako ,,zraly peptid™, 2-cely gén.. jednd sa
skuto¢ne o peptid alebo skor o gén kodujuci peptid bez signélnej sekvencie?

10. Na obr. 27 je uvedena ,4-5-eluce”. Mala na mysli autorka t istd eliciu len v ingj
koncentracii na géli alebo sa jedné o prvi a druhi elticiu proteinu?

11. V pilothom experimente testovania antimikrobialnej aktivity rekombinantného proteinu
autorka uvadza testovanie hrubého lyzatu a frakcie proteinov vécSich ako 30kDa. PreCo
autorka netestovala aj frakcie protreinov mensich ako 30kDa? Nemal by byt Studovany
defenzin (8,795kDa) pritomny prave v tejto frakcii?

12. Mohla by autorka blizsie vysvetlit analyzu antimikrob.potencidlu a obmedzeni
rastu vybranych baktérii, tab. VI? Na zaklade ktorej frakcie usudzuje autorka vplyv defenzinu
na obmedzenie rastu danych baktérii, prosim o vysvetlenie.

13. Pri expresii génu kod. defenzin v jednotlivych stadiach kliestov 1. ricinus aorganov
analyzovala autorka vaje¢niky, slinné zl'azy, ¢revo a malpigické trubice, str. 53, obr. 32. Preco
autorka nezahrnula aj hemocyty do analyzy, napr. ako pozitivnu kontrolu?
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14. Zaujal ma nazor autorky v ramci diskusie, Ze reakcia imunity klie$t'a na virus TBEV nie je
ziadna na rozdiel od reakcie na spirochéty. Ako si to vysvetlujete, viete mi to podlozit aj
nejakou Studiou?

Predlozena diplomova praca dokazuje schopnost” autorky samostatne a na dobrej trovni riesit
problematiku zdvaznu ako =z teoretického, tak aj z praktického hladiska. Zaverom
konstatujem, ze Bc. Nelly Keplova, splnila vSetky stanovené ciele prace, odporu¢am ju preto
prijat’ k obhajobe a hodnotim ju znamkou: 2.

,

/

;' oy
jmcw //ﬂ%’/ﬂq

V Bratislave, 19.5.2016 RNDr. Sabina Fumacova Havlikova, PhD.
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