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Posudek oponenta bakalarské prace studentky Marie Davidové

~Studie antimikrobialniho acinku vceliho jedu na druhy borelie z
komplexu B. burgdorferi sensu lato: izolace genu koédujiciho
antimikrobialni peptid melitin z jedové zlazy véely medonosné (Apis
mellifera)”

Bakalafska prace Marie Davidové se zabyva studiem antimikrobialnich
vlastnosti melitinu, coZ je vysoce zajimava studie a souvisi s celosvétovym
trendem hledani novych antimikrobialnich molekul, které by mohly nahradit
stavajici antibiotika. Jako prirodni latka by byl melitin také obecné pfijatelnéjsi,
nez rizné syntetické molekuly. Cilem této studie byla exprese rekombinantniho
melitinu, jeho purifikace a ovéfeni jeho antibakterialnich G¢inkd na spirochety
Lymské boreliézy, Borrelia burgdorferi s.l., jednoho z medicinsky vyznamnych
patogen( prenasenych klistaty, v souc¢asnosti fazeného mezi tzv. opomijené

nemoci (neglected diseases).

Autorce se podafilo ziskat ¢aste¢né precistény/zakoncentrovany
rekombinantni melitin ve formé fuzniho proteinu s His-tagem a ¢astecné ovérit

jeho pfipadnou antibakterialni aktivitu.

Clenéni prace je logické a standardni. Autorka si mohla dat vice zaleZet na
popisu obrazkld a tabulek. Napf. Obr. 1 je popsan jako ,Jedové Ustroji veely
medonosné”, je ale vcelku jasné, Zze zobrazeno neni jenom jedové Ustroji. Obr. 2 a
3 maji spole¢ny popisek ,Znazornéni mrtvych bunék v oblasti P1 v pritokovém
cytometru a vymezeni bunék”, pficemz je to fakticky i logicky nesmysl a studentka
to mohla mnohem |épe popsat. Nedostatecné a nepresné popisky jsou uvedené

de facto u vSech obrazkl i tabulek.

V samotném textu prace se nachazi obrovské mnozstvi chyb, az pfizna¢né
je chyba napfiklad hned v prvni vété prace v Uvodu na strané 1: ,Zastupci rodu
Apis ... ajsou znami ...". Namatkou dalsi chyby: Str. 1.: ,V¢ela medonosna je

blanokfidli hmyz ...", Str. 8: ,Zjisténi minimalnich koncentraci v¢eliho jedu, pfi
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které dochazi ...”, Str. 25: ,Vzhledem k jejich pozitivnimu naboji, jsou AMP

pritahovani ...”, Str. 25: ... ma pozitivné nabity molekulovy naboj ...".

Autorka by si také méla nastudovat pouzivani ¢arky, a pfedevsim pouzivani
poml¢ky a spojovniku. Ctenati se nékdy zd4, Ze je autorka pise Uplné nahodné
("flow through”, "anti His Ni - NTA HPR", "SDS - PAGE", "SDS PAGE", gram -
pozitivni a gram - negativni a mnoho dalSich v celém textu). Je potfeba také davat
pozor na pouzivani spravnych a spisovnych slov, v pfipadé potreby nevahejte
konzultovat internetovou pFiru¢ku Ustavu pro jazyk ¢esky AVCR (pFi nejmensim vs.
prinejmensim, mikro desti¢ka vs. mikrodesticka, potencionalni vs. potencialni,
médium vs. medium, markér vs. marker, atd.). Vzhledem k tomu, Ze prace je psana
v Cestiné, méla by autorka pouzivat ¢eska slova, pokud to je mozné - napf.
namisto slov rekomendace, ,fusion” protein, amino-terminalni, a dalsi. Hlavné
Tabulka IV na strané 16 je neobvyklou sbirkou pfeklept a anglickych nazvd, popt.
nevysvétlenych zkratek (CMRL, sodium pyruvate, sodium citrate, gelatina,

glukoce, bicerbonate).

V odborném textu by se autorka také méla vyhybat laboratornimu zargonu

(,Buniky byly stoceny ...").

Vyskyt podobnych chyb v kvalifika¢ni praci je relativné bézny, v této praci je

ale jejich pocet tak obrovsky, Ze to nelze ponechat bez komentare.

K autorce a jeji praci mam nasledujici otazky a pfipominky, které by méla pfi

obhajobé zodpovédét:

1. Str. 1: ... jeho hlavni slozka melitin (z feckého meli, melitos, med), ktery
je toxicky, avsak ma mirné antibakteridlni a fungicidni uc¢inky.” Myslite si,
Zze mirné antibakteridlni a fungicidni G¢inky jsou dostate¢nym ddvodem

pro studium melitinu?

2. Str. 4: ,V soucasné dobé vceli jed nebo terapie pomoci v¢eliho Zihadla
upoutala pozornost |ékard jak potencialni homeopaticky [ék na velkou
fadu nemoci.” Pro¢ je u tohoto vyroku citace od autora, ktery neni

lékafem? Ddle, homeopaticka Iécba je jiz Iékari uznavana jako ucinna
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(kromé placebo efektu)? Véeli jed a Zihadlo nemaji jiné medicinske uZziti
kromé homeopatickych pfipravk(? Jesté upozornéni, homeopatika
NEJSOU léky!

3. Str. 6: ,Borelie maji schopnost vstupovat do bungk, jako jsou
fibroblasty, makrofagy a dendritické buriky a v nich dale pfeZivat.” Muze
autorka uvést, jak ¢asty je to d&j a jaké procento borelii vstup do téchto

bunék ve skutecnosti prezije?

4. Str. 13: Pokud jste k 20 ul PCR reakci pfidala 1,66 ul 6x
koncentrovaného vzorkového pufru, jaka byla jeho vysledna

koncentrace? Byla tato koncentrace spravna a dostatecna?
5. Str. 13: Jste si jista, Ze sekvenovani DNA provadéla firma Biogen?
6. Co znamenda HPR v zkratce ,anti His Ni - NTA HPR" ?

7. Pouzivala jste Petroff-Hausnerovu komtrku anebo Petroff-Hasserovu

komurku? Anebo néjakou jinou?

8. Str. 20: Obr. 7 - Jak si vysvétlujete rozdilné velikosti produktd? Ktery z

produktl jste pouzila pro dalsi praci?

9. Str. 21: Velikost rekombinantniho fuzniho proteinu by méla byt 6,5 kDa.
Western blotem jste detekovala dva proteiny o velikosti 20 a 30 kDa
(Obr. 9) a uvadite, Ze to odpovida pfitomnosti homodimert. Mohla
byste to blize vysvétlit? Jakym jinym zptsobem (kromé Western blotu za
vyuziti anti-His protilatek) byste si mohla ovéfit expresi

rekombinantniho proteinu?

10.Str. 22: V Metodach uvadite, Ze jste pfi méfenich na pratokovém
cytometru mé¥ila i hodnoty pro pozitivni a negativni kontrolu. V praci ale
tyto hodnoty neuvadite, také neuvadite, jestli jste tyto hodnoty néjak
zohlediovala. Jaké tedy byly tyto hodnoty a k ¢emu jste je pouzivala?
Sout&asné uvadite, Ze rekombinantni melitin ptisobi na borelie i ve velmi
malych koncentracich - bez informace o kontrolach ale nelze povazovat
1% mrtvych borelii (pfi pouziti 2 pg/ml melitinu) jako vyznamné a nelze

tedy usuzovat, Ze melitin na borelie v této koncentraci plsobi.
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11.Str. 22 a 23: Pro¢ jste nepoutzila pfi sledovani vlivu melitinu/vceliho jedu
na borelie v¢eli jed nafedény tak, aby koncentrace melitinu odpovidala
pouzivanému rekombinantnimu peptidu? Pro¢ usuzujete na
porovnatelny u¢inek rekombinantniho melitinu a melitinu obsazeného

ve vCelim jedu, kdyz jste neprovedla pokusy se stejnymi koncentracemi?

12.Str. 25: Co se tyce vlastnosti melitinu, uvadite, Zze obsahuje 5 bazickych
a jednu kyselou aminokyselinu - z toho by se dalo pfedpokladat, Ze
celkovy naboj bude +4. Vy ale uvadite naboj +3,91. Jak jste zjistila tuto
hodnotu, jakym zplsobem mize takovyto naboj vzniknout a jak takovy

naboj v redlu vypada?

13.Str. 25: ,Hlavni pfekazkou je vysoka cytotoxicka aktivita pro cloveka a
ZivocCichy. Nicméné tento problém muze byt vyfeSen prostfednictvim
uzivani rekombinantnich genetickych konstrukt nesoucich geny AMP.
Tato rekombinantni technika ¢aste¢né ,purifikace” funk¢éniho melitinu
byla i jedna z cild této studie.” Kromé nespravnych formulaci mam k
tomuto nékolik otazek. Jakym zplsobem jste ovlivnila/sniZila
cytotoxicitu tim, Ze jste vytvorila rekombinantni melitin, pficemz jste ale
nezménila aminokyselinovou sekvenci? Jinymi slovy, jak je moZné vyfesit
problém s cytotoxicitou tim, Ze se pouZzije nezménény rekombinantni
peptid? Cim se sniZi ta cytotoxicita? Kromé toho pro¢ povazujete
zminovanou c¢astecnou purifikaci funkéniho melitinu za rekombinantni

techniku?
14.Str. 25: Co myslite tim, kdyz nazyvate His-tag rozpoznavaci sekvenci?
15.U studie Lubke a Garon (1997) uvadite, ze melitin ovliviiuje a
znehybnuje borelie, ale nepiSete o tom, jestli je zabiji, coz bylo
sledovano ve vasi praci. Mzete informace o zabijeni borelii, resp. o

jejich mnozeni v této studii doplnit?

16.Str. 27: Nerozumim vété: ,V pfipadé pouziti rekombinantniho melitinu
eliminace vice nez 7 % spirochét byla porovnana i pfi koncentraci 10

mg/ml za stejnou dobu plsobeni”. Mohla byste to vysvétlit?
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17.Str. 27: Nerozumim vété: ,Bylo zaznamenano, Ze vétsina indukovaného
proteinu v rozpustné frakci byla pfedstavena jako protein s vétsi

velikosti reprezentujici homodimery”. Mohla byste to vysvetlit?

18.Str. 27: )iz bylo fe¢eno (Buhman et al., 2013), Ze melitin je vysoce
bazicky peptid, ktery pokud je konstruovany s ,hexahistidin” tag mize
zménit elektrostatické interakce a tim znemoznit naruseni tvorby
komplext. To vysvétluje pfitomnost homodimer(.” Mohla byste to

vysvétlit? Vabec to nedava smysl.

19.Pokuste se preformulovat tyto cile prace do budoucna:
-Optimalizovat stav purifikace rekombinantniho proteinu.
-Odstfihnout fuzni ¢ast proteinu.

20.Str. 29, Zaveér: ,Veeli jed a jeho nejvice zastoupena slozka melitin ma
antibakterialni u¢inky, ale také pdsobi na membrany krevnich bunék.
Ovéem v takto malych koncentracich by mohl byt G4¢inek melitinu na
krevni buriky zanedbatelny. Proto je dllezité zabyvat se touto
problematikou z hlediska vyvoje vakciny.” Mohla byste vysvétlit, co

myslite tou vakcinou a jakou to ma souvislost s melitinem?

Mohla byste dal diskutovat moznost vyuziti v¢eliho jedu resp. melitinu s
ohledem na své vysledky a s ohledem na posledni odstavec Zavéru vasi
prace? Jaké jsou moznosti vyuziti vasich vysledk(, kdyZ vezmete do
uvahy naptiklad publikované vysledky Pratt et al. (2005), viz kompletni

citace nize.

Pratt JP, Ravnic D), Huss HT, Jiang X, Orozco BS, Mentzer SJ. Melittin-
induced membrane permeability: a nonosmotic mechanism of cell
death. In Vitro Cell Dev Biol Anim. 2005, 41(10):349-55.

21.Pro¢ byl pouzit blog (vcelamedonosnagc.blogpost.cz) jako literarni zdroj
- nenasla jste vhodngjsi zdroje? Vzdyt je mozné citovat i jiné kvalifikacni
prace, které tyto informace obsahuiji.

22.Pritt et al. 2016, ¢lanek z Lancet Infectious Diseases - pro¢ je fazen jako

internetovy zdroj?

370 05 Ceské Budéjovice, Ceska republika T/ +420 38 777 6220 uch.prfjcu.cz



Pfirodovédecka Jihoceska univerzita

fakulta v Ceskych Budéjovicich
Faculty University of South Bohemia
. L of Science in Ceské Budéjovice

Dale mam nékolik poznamek, na které autorka nemusi odpovidat, ale méla

by si je pamatovat do budoucna:

Signalni peptid neni urcen k exportu z bunky, signdlni peptid je signalem

pro export z bunky (Str. 25).

V diskuzi je potfebné uvadét zdroje, ve vasi praci v prvnich tfech odstavcich

zdroje uplné chybi a pfitom by tam mély byt uvedeny (Str. 24).

PFi uvadéni sekvenci si do budoucna davejte pozor na uvadéni sekvenci

kédujiciho anebo nekdédujiciho vlidakna - Obr. 5 vs. Obr. 6.

Zavérem doporucuji praci Marie Davidové k obhajobé&. O navrhované

znamce se rozhodnu az na zakladé obhajoby.

V Ceskych Budgjovicich, dne 20. 5. 2016
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RNDr. Jan Stérba, Ph.D.
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