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V{voj metody pro purifikaci a kvantifikaci silné bazického peptidu apidaecinu,
analyza hladiny v&elich antimikrobialnich peptidd a jejich biologickych souvislosti

Oponovan4 doktorska dizertaéna préca je venovana vyvoju HPLC-MS metody
stanovenia antimikrobionédlneho peptidu apidaecinu a optimalizacii kvantitativnej
PCR met6dy pre stanovenie relativnej expresie génov peptidov abaecinu a izoforiem
apidaecinu v jednotlivych &astiach tiel véely medonosnej a naslednému vyuZitin
autorom vyvinutych metéd v pekne navrhnutej pilotnej $tadii vplyvu zloZenia stravy
v¢iel na ich humoralny imunitny systém. Praca je prikladom G¢inného prepojenia
ziskanych vedeckovyskumnych poznatkov s ich praktickou aplikaciou.

Cela préca je napisané svie#im spésobom. Po formélnej stranke pozostiva z pekne
a zrozumitel'ne spracovaného zhrnutia siéasného stavu Studovanej problematiky
(imunitného systému véiel a viznamu, mechanizmu iié¢inku a metéd analyzy
antimikrobidlnych peptidov) a mne jasného a jednoznaéného komentara

k jednotlivim dosiahnutym vysledkom. Popisované v{sledky boli publikované
formou vedeckého &lanku v Journal of Chromatography A a dvoch prehladnjch
&lankov v Journal of Apicultural Research a Veterindfstvi v ktorych je doktorand
prvym autorom. Mne osobne sa vel'mi paéi rukopis Stidie vplyvu vyZivy véiel na ich
imunokompetenciu, ktory je pripraveny k zaslaniu do odborného ¢asopisu.
Dosiahnuté vysledky v pévodnych pracach predstavujt prinos vo vyvoji

a praktickom vyuZiti metéd stanovenia predmetnjch antimikrobidlnych peptidov.
Prehl'adné &lanky st spracované s nadhladom a znalostou veci. Autor sa vo vietkych
diskutovanych pracach prezentuje ako vyhranena osobnost s vjraznou zésobou
invencie, experimentélnej zruénosti, trpezlivosti a pracovitosti.

Vzhl'adom k tomu, Ze prace boli podrobené kritickej recenzii uznéavanych odbornikov-
v danej problematike nemém k préci Ziadne pripomienky. Drobné chyby a chyby
z nepozornosti boli opravené priamo v praci.
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V ramci rozpravy k praci by som rad s autorom vo vSeobecnej rovine diskutoval
o nasledujtcich otazkach:

-daju sa vypozorovat prvky socialnej imunity i u I'udi?

-dokézali by ste mi na priklade véelstva vysvetlit pojmy opakovatelnost

a reprodukovatel'nost?

-mohli by ste mi pribliZit postup purifikicie biomolekil pomocou magnetickych
Castic vyvinuty skupinou prof. Safafika (str. 28s)?

-aké vidite moznosti pouzitia elektroforetickych metdd pre analyzu Vami
studovanych antimikrobidlnych peptidov?

-aké st Vase sktsenosti s opakovatelnostou pripravy SPE koloniek (str. 36)?

-dala by sa kombinaciou vhodnej stravy véiel s napr. §tavelovou kyselinou zvySovat
ich odolnost napr. proti varrooze?

Zaverom rad konstatujem, Ze vSetky vytycené ciele prace — vypracovanie analyzy
sucasného stavu poznania o imunitnom systéme vcéiel, vyvoj analytickej metody
stanovenia veelich antimikrobialnych peptidov a sttidium relativnych zmien génovej
expresie apidaecinov a abaecinu v zévislosti na zlozeni kfmnych zmesi véiel — boli
bezo zvysku splnené. Rozsah vykonanej prace sved¢i o doktorandovej dlhodobej
skiisenosti a nevsednej orientacii v rieSenej problematike. Praca svojim obsahom

i formou vyhovuje podmienkam pre doktorandsku dizertaéni pracu, vel'mi rad ju
odportéam k obhajobe a na zéklade jej ispesnej obhajoby navrhujem udelit panovi
Mgr. Jifimu Danihlikovi vedecko-akademicki hodnost ,,philosophiae doctor”
GEED™).

V Olomouci 10. novembra 2015 prof. RNDr. Jurp
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Posudek na disertaéni praci Mgr. Jiftho Danihlika “Vivoj metody pro purifikaci a
kvantifikaci silné bazického peptidu apidaecinu. Analyza hiadiny véelich antimikrobidlnich
peptidii a jejich biologickych souvislosti.

PiedloZena préce se zabyvd vyvojem metody pro analyzu antimikrobilniho peptidu
apidaecinu v t&le v&ely medonosné a jeji redlné aplikace. Jedna se o velice zajimavé téma
nejenom z &isté védeckého pohledu "pro védu", ale i z pohledu praxe.

Uvodem musim konstatovat, Ze vlastni zpracovani disertadni prace je velmi Ctivé
podano. Vlastni prace je zaloZena na 1 experimentalni publikaci uchazede a 1 piehledného
&lanku publikovanych v kvalitnich asopisech s Impact factorem a jednoho pfipraveného
rukopisu, u kterého neni zatim zminéno, kam bude zasldn. Experimentalni ¢ast, kdy byla
vyvinuta metoda pro analyzu peptidu, pro$la pfisnym recenznim fizenim, i proto lze ocekavat
jeho védeckou kvalitu.

Z formélniho hlediska bth mél piipominku k vlastni presentaci, ¢lenéni, disertace. Cést
Metody (3) je skutend velice chudd a vlastni metody jsou rozebirdny az v dalsi asti.
Mnohdy m4 toto uspofddani svoji logiku, nebot’ metody byly priib&€Zn& vyvijeny a Etend ma
moZnost sledovat logiku v jejich vyvoji. Na druhou stranu naptiklad popis uspofddéni pokusu
s véelami (str. 59) mohl byt kompletn& uveden v této ¢4sti. Zrovna tak n&kter¢ statistické
metody (napt. Hornfiv postup pivotd - str. 52), ale i metody izolace a pfe€isténi RNA (str. 37,
38). Nékteré "detaily" pak, logicky, chybi, jako napfiklad ¢as a g centrifugace (str. 45), popis
metody stanoveni proteinti (str. 48), objem eluce kolonky WCX Oasis (str. 47).

7 formalniho hlediska ale viibec nechapu rozdéleni kapitol: 5 - Vysledky a diskuze, 6 -
Optimalizace... a 7 - Aplikace..... Chépu, Ze se 1épe pi¥i vysledky a diskuze dohromady. Ale
&im vyboéuje "Optimalizace..." a "Aplikace..." z "Vysledkli" (o diskuzi nemluve€)? Kapitola 4
by méla byt soudasti kapitoly 3 (Metody).

Analyticky vyvoj metody je velice dobfe popsan a mohl by velice dobte slouZit jako vzor
pro dal$i studenty, jaka Gskali musi badatel pii vyvoji metody podstoupit. Co ale nechépu je,
proé nasledujici kapitola, vlastni aplikace vyvinutych metod, tudiZ to, k Semu cela prace
sméfuje, je najednou odbyta odkazem na rukopis, ktery nebyl jeSt€ ani nikam zaslan. Tento
postup s¢ voli vétSinou u disertace presentované formou komentovaného textu k souboru
publikaci (coZ neni tento piipad). P¥itom napfiklad prévé metodickd €ast byla opublikovana
ve velice kvalitnim &asopise - tam by takovy odkaz byl vice na misté, neZ odkaz na
nerecenzovany manuskript. Lze ¥ici, Ze se jedna o jakési "vyvrcholeni" celé prace, ke kterému
sméfovala celd analytické prace, proto je velkd $koda, Ze nedo3lo k adekvatnimu zakondeni,

presentaci vysledku. '
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Pokud hovoiim o formalnostech, tak bych jest€ jenom zminil, Ze se nejednd o stanoveni
antimikrobidlnich peptidi, ale peptidu, i kdyZ se v principu jedna o 2 izoformy, které jsou ale,
logicky, neodd&leny a neanalyzovéany zvlast.

Trochu kuridézni je, Ze v Zivotopise uchazefe jsou seznamy vicho, co kdy napsal
(plakatova sdéleni, neimpaktované ¢&lanky), ale seznam téch védecky nejhodnotnéjsi,
impaktovanych ¢lanki, chybi.

Cela préace je napsdna s minimem chyb/pieklepil, pouze jsem nenaSel odkaz na publikaci
Liet al (2014) (str. 19), nejspise se jedna o Li et al (2012), na strané 15 jsem chvili pfemyslel,
co znamend "kle$tik velim" neZ jsem pochopil, Ze se jednd o kle$tika veliho. Toto jsou

oviem zcela nepodstatné pieklepy.

Osobné se mné tato prace z pohledu analytika zbyvajiciho se analyzou proteinti v
biologickém materidlu velmi libila. Postupy i vysledky v odpovidajici ¢asti prace jsou jasné
formulovény, opublikovany a nemam k nim vyhrady.

Z pohledu aplikace bych mél konkrétni dotazy:

- nepochopil jsem znadeni signifikanci v rukopise (ab, bec, c...) - mohl by je autor
objasnit, tj. kdy jsou tyto rozdily signifikanini a na jaké hlading?

- jaka je zé&vislost mezi zji§ténym obsahem peptidu (apidaecinu 1) a expresi genu?

Zavérem bych chtél zdlraznit, Ze uvedené piipominky nejsou podstatného charakteru.
Mohu tedy konstatovat, Ze disertant pfedstavil svoji tviiréi schopnost samostatné védecky
pracovat. Jazykova a formalni uroveii (aZ na n€kolik zminénych malych nedostatkd) splituje
kritéria disertacni prace. Téma prace je aktualni a aplikacni. Vyty&ené cile byly splnény.

Konstatuji tedy, Ze disertant splnil poZadavky standardn& kladené na disertadni praci v
oboru, prokédzal schopnost tviréi védecké prace a doporucuji jeho praci jako podklad pro

fizeni k udéleni védecké hodnosti PhD.

V Praze dne 19. ¥ijna 2015

[t

prof. Ing. Ivan Mik&ik, DrSc.
Fyziologicky tstav AV CR, v.v.i.
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