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Oponentsky posudok

na diplomovu pracu Bc. Barbory Martinkové na tému: “Pfiprava
rekombinantniho paralyza¢niho proteinu z jedu parazitoidni vosi¢ky
Habrobracon hebetor”

Som rad, ze som mohol posudit’ nanajvys zaujimava diplomovu pracu Barbory Martinkové
,,Pfiprava rekombinantniho paralyza¢niho proteinu z jedu parazitoidni vosicky Habrobracon
hebetor* z laboratéria Prof. Zurovca, ktoré patri medzi popredné eurdpske a svetové pracoviskéd v
tomto odbore. Predlozend diplomova praca je esencidlne ¢lenena na Casti literarny prehl'ad, ciele,
material a metddy, vysledky, diskusia a zavery. Literarny prehl'ad je vel'mi dobre vecne zamerany
a Citatel'ovi poskytuje potrebny a zaroven vystizny uvod do problematiky a pre pochopenie celej
prace. Ciele prace si formulované vel'mi jasne a zretel'ne.

Diplomova praca obsahuje pozoruhodni paletu molekularnych a biochemickych metodik
vratane klonovania, sekvenovania, PCR, expresie a purifikacie proteinov. Po selekcii 11,1 kDa
kandidatneho toxinu autorka uskutoc¢nila jeho klonovanie do réznych vektorov umoziujicich
naslednu expresiu v bakulovirusovom (pFastBac) aj bakteridlnom systéme (BL21
CodonPlus(DE3)-RIPL). Po overeni uspesnej expresie a izolacii rekombinantného proteinu
afinitnou chromatografiou prip. purifikaciou na C;3 SEPAK koléne diplomantka testovala jeho
biologicku aktivitu na motylych larvach, konkrétne Galleria mellonella, ktoré sa uz v minulosti
ukazali byt citlivé na paralyza¢né jedy Habrobracon hebetor. Stucast'ou tohto experimentu bola
dolezita kontrola: 10x riedeny osickovy jed druhu Habrobracon hebetor. Injik4cia HighFive
média obsahujiceho exprimovany protein vykazala jasné paralyza¢né uéinky na larvy Galleria, na
rozdiel od média bez exprimovaného proteinu, ktoré bolo inaktivne. Este efektivnejSim po stranke
expresie, ziskaného vytazku a najmé testovaného biologického ucinku bol protein ziskany
expresiou z E. coli.

Je mozné nad vsetku pochybnost’ konstatovat’, ze diplomantka dosiahla a splnila vytycené ciele
ako obsahom tak aj svojim metodickym zameranim a nesporne by obstala i na prednych
eurdpskych univerzitach. Skor zo zvedavosti mam na Barboru Martinkov a jej pracu niekol’ko
mensich otazok:

[1] Hoci autorka jasne v uvode piSe, ze ucinky parazitoidnych jedov pdsobia druhovo-obmedzene
a aj -Specificky, rad by som sa opytal ¢i su zname ucinky paralyzac¢nych jedov aj u zastupcov
Diptera, napr. u Drosophila melanogaster ? Ak ano existuju nejaké pilotné stadie, ktoré by
vyuzili genetické nastroje Drosophila napr. na prestudovanie mechanizmov molekulédrnej
interakcie (u¢inku) tychto peptidovych jedov s hostitel'skym imunitnym systémom ?

[2] HostiteI'mi endo- aj ektoparazitickych 6s st predovsetkym larvy; ale si zndme experimentélne
udaje o tom, €i st voci paralyzaénym proteinom citlivé aj kukly resp. imaga tych istych druhov ?
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[3] Mohla by sa autorka pokusit’ vysvetlit’ preco je na rozdiel od trvalého ucinku osickového jedu
Habrobracon hebetor paralyza lariev Galleria po injikacii rekombinantného proteinu len do¢asna
(20-30 min) ?

[4] Biologicku aktivitu vykazoval aj protein exprimovany v baktéridch. Baculovirusovy systém sa
(v tomto pripade okrem takmer homologickému prostrediu) vyuziva obecne predovsetkym kvoli
jeho schopnosti glykozylovat pripadne inak posttranslaéne modifikovat’ eukaryotické proteiny.
Vie autorka ¢i ich 11,1 kDa paralyzaény protein z Habrobracon podlieha glykozylaciam ¢i inym
typom modifikécii, a ¢i st v takom pripade potrebné pre jeho biologicku aktivitu ?

Predlozend préca spiiia vietky poziadavky na diplomové prace, $tudentka v nej preukézala svoju
schopnost’ cielene a systematicky vedecky pracovat’ a doporucujem ju k obhajobe. Pokial’ ma
oponent pravo navrhnut’ znamku, navrhujem vyborné hodnotenie.

v Bratislave 19. 5. 2017

RNDr. Robert Farkas, CSc.
veduci lab. vyvojovej genetiky UEE BMC SAV
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Posudek na magisterskou praci

Priprava rekombinantniho paralyza¢niho proteinu z jedu parazitoidni vosi¢ky Habrobracon
hebetor

Autor: Be. Barbora Martinkova
Skolitel: Prof. RNDr. Michal Zurovec, CSc.
Formaélni stranka diplomové prace:

Prace je standardné Clenénd. Piehledné zpracovany tGvod nasleduji jasné definované cile, precizné
zpracovana metodika, velmi pékné zpracované vysledky (ackoli se trochu opakuji nékteré véci z metod) a
diskuze. Celkovy dojem je pak vyzvednuty jasné€ sepsanym a realisticky pojatym zdvérem a bohatym
rejstiikem literatury Citajicim 41 citaci. Cela prace je sepsana s diirazem na detailni popis metodiky, ktera
byla v praci pouzita a celkova troven prace je spiSe nadstandardni.

Autorka se v préci vénuje pripravé rekombinantniho proteinu zjedu parazitické vosi¢ky. Samotné
pfipravé proteinu predchazely transkriptomickd a proteomickd analyzy vypitvanych jedovych zlaz
parazitoidni vosi¢ky a vybér vhodnych kandidatd. Tato ¢ast prace je velmi Citelné popsana a je dobre
srozumitelna.

V nésledujicich oddilech autorka detailné popisuje piipravu jednotlivych expresnich vektori a rozli¢nych
bunéénych linii vyuzitych k pfipravé rekombinantniho proteinu. N&kdy az ptili§ detailni popis vsech
potfebnych krokd nutnych k pfipravé rekombinantniho proteinu nenechava ¢tenafe na pochybéach, ze
autorka skute¢né sama provadéla veskeré experimenty (protoZe jen tak lze dosahnout takové trovné
znalosti problematiky), a Ze si navic molekularni biologii k tomu potfebnou skute¢né uziva.

V zavéru autorka testuje vliv rekombinantniho proteinu na pohybovou aktivitu larev zavijee. Tento
experiment méa veSkeré nalezité kontroly a vysledky a zavéry, které znéj autorka vyvozuje, jsou
adekvétni. Musim v8ak podotknout, Ze navnadén velmi dobrym uvodem a slibnym zacatkem vysledka
jsem byl nakonec trochu zklaman ne zcela propracovanym vyslednym zjisténim. Jsem velmi zvédavy,
jaké dal$i experimenty se s timto rekombinantnim proteinem chystaji a jaké vyuziti se pro tento protein
nabizi. Timto smérem je orientovana i vétSina otazek, které jisté autorka prace s podporou $kolitele hravé
zodpovi...

1. Autorka zminuje efekt post-transla¢nich modifikaci na funkci a stabilitu proteinu. Pozorovala
sama né&jaky rozdil mezi proteiny modifikovanymi a nemodifikovanymi? Bylo by mozné takovy
experiment provést® MiiZze byt nedostate¢na stabilita proteinu zodpovédna za Easové omezeny
ucinek toxinu? Jak je mozné oSetfit vliv HIS-tagu na aktivitu proteinu?

2. Jak aplikovana davka toxinu (15ul, 22,5ug) odpovidé davce ptirodni, 1ze-li to odhadnout.

3. Autorka v diskuzi zminuje, Ze se v nasledujicich letech chysta disledna analyza funkce a plisobeni
tohoto proteinu, mohla by nékteré z téchto experimenti zminit?

4. Jak si autorka prace predstavuje experimenty zkoumajici detoxifikaci organismu za vyuziti tohoto
proteinu?

5. V praci mi trochu chybi napojeni tématu prace na $ir$i kontext, co je zdmérem vétSiny patentl
zaméfenych na jednotlivé peptidy vosiho jedu?




Zaver:

Celou praci jsem si s opravdovou chuti pieCetl a povazuji ji za skute¢né velmi zdatilou. Celkové prace
pusobi dojmem velmi diikladné propracovaného dila. Autorka se béhem prace v laboratofi naucila fadu
metod, které ji mohou byt velmi uZite¢né i pti hledani budouciho zaméstnani. Myslim, Ze setkani se se
studenty a pracemi podobné urovné bude v budoucnu stéle vzacné&jsi.

Préaci hodnotim velmi kladné a bez vahani ji doporucuji k obhajobg€. Préaci budu hodnotit jako vybornou,
pokud bude podpofena adekvatni prezentaci a zodpovézenim vyse zminénych otazek.
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V Ceskych Budgjovicich, Mgr. Adam Bajgar, Ph.D.




