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Ndzev: Expression of recombinant Imaginal Disc Growth Factor—2 and its effect on Drosophila
imaginal disc cells

Autorka: Be. Michaela Fenckova

Celkova charakteristika:

Piedlozend prace se zabyvé charakterizaci G¢inka pfipraveného rekombinantniho proteinu IDGF-
2 (Imaginal Disc Growth Factor-2) na bunéénou linii CI8+ odvozenou z kifdelnich imaginalnich
teréikGi Drosophila melanogaster. Prvni &ast prace popisuje pifipravu rekombinantniho proteinu a
testovani jeho aktivity. Ve druhé &asti je sledovan vliv IDGF-2 na morfologii a rist bun¢k CI8+
vmédiu bez piitomnosti séra, testovani reportérového vektoru pro sledovani aktivity IDGF-2 a
zavedeni metod na detekei apoptozy bunék C18+.

Na zakladé vysledki svych experimentii autorka dokumentuje pozitivni G¢inek pfipravencho
rekombinantniho proteinu IDGF-2 na buiiky z hlediska zvySeni jejich Zivotaschopnosti v bezsérovém
médiu. Pomoci reportérového vektoru se podafilo prokazat indukci transkripce cilového genu po
pfidani proteinu IDGF-2 a vytvofit tak jednoduchy systém pro detekei jeho aktivity. K metodam,
zavedenym na pracovisti pro detekci apoptozy, pfidala autorka metody sledovani metabolicke aktivity
mitochondrif a aktivity kaspaz.

Vysledky této prace mohou prispét k objasnéni mechanismi pasobeni proteinu IDGF-2 na
bunééné systémy.

Hodnocent formdlniho zpracovani:

Piedlozena prace je napsana struéné, prehledné a téméi bez preklepl. AngliCtina je na pomérné
dobré trovni, s obéasnymi neobratnymi formulacemi, jako napi. Plasmatocytes provide phagocytosis
of bacteria nebo Activation of phenoloxidase takes place in hemolymph. Pokud autorka vSechny
obréazky nevytvofila sama, mél by u nich byt uveden jejich piivod. Obrazky 1 a 2 jsou rozostiené kvili
pfili§ malému rozligeni. Pouzita literatura je recentni a ukazuje, Ze autorka se dobfe orientuje v dané
problematice.

Pripominky a dotazy:

V préci postradam kapitolu Material a metody, kde by byly pouzité postupy popsany podrobnéji a
reprodukovatelng, také by zde mohla byt pfedstavena linie C18+, z jejihoz tajemného nazvu neni jasné,
zda se n&jakymi vlastnostmi neodliSuje od normélnich bunék imaginalnich disk.



Po purifikaci proteinu IDGF-2 byla jeho aktivita analyzovana pomoci vazby na chitin, pficemz se
ukazalo, Ze jen Cast proteinu je této vazby schopna. K tomuto zjisténi mam dva dotazy: existuji i jiné
metody, jak zjistit, zda aktivita rekombinantniho proteinu IDGF-2 odpovida aktivité endogenniho?
Bylo by mozné izolovat frakci proteinu IDGF-2 schopného vazby na chitin, a pracovat dale jen s timto
aktivnim proteinem, aby nedochézelo k pfipadnému snizovani jeho efektu diky ptitomnosti velkého
mnozstvi neaktivniho proteinu?

V préaci bylo k buitkkdm pfidavano mnozstvi 15 resp. 30 pg proteinu na 1 ml média. Na zaklade
¢eho byly zvoleny tyto koncentrace, odpovidaji fyziologickym koncentracim ristového faktoru?

Za vyrazny nedostatek piedlozené prace povazuji fakt, ze nikde neni uveden pocet opakovéni
experimentl, chybi smérodatné odchylky nebo alespon zakladni statistické zpracovani vysledki.
Naptiklad u ristovych kiivek (obr.13) potom neni jisté, zda velmi vysoky pocet bunék tieti den
kultivace s 30 pg IDGF-2 byl pozorovan opakované, navic mnozstvi bunék z fotografie na obr, 14 C a
D se takto vyrazné nelisi.

Ackoliv piiprava a izolace proteinu IDGF-2, stejné jako prace s DNA pfi piipravé reportérového
vektoru s promotorem Cec2 byly ziejmé hodné Casové narocné, nelze piehlédnout, Ze tieti bod ze
zadanych Cilu prace byl splnén pouze ¢astecné.

Celkové hodnoceni:
Prestoze je prace svym rozsahem spiSe mensi, splituje dle mého nazoru kritéria kladena na diplomové
prace a proto ji doporucuji k obhajobeé.
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Oponentsky posudek magisterské diplomové price BSc. Michaely Fenckové: Expression of
recombinant imaginal disc growth factor-2 and its effect on Drosophila imaginal disc cells

(vypracovali Daniel Sojka a Petr Kopacek, Parazitologicky tistav AVCR, Ceské Budéjovice).

Uvodem naseho posudku bych chtél predeslat, Ze na posouzeni této magisterské prace byl poskytnut
nestandardné kratky Cas a proto jsme se rozhodli spojit ponékud povrchni hodnoceni dvou
posuzovateli.

D.S.:

PredloZena magisterska prace je psana nadstandardng sludnou angli¢tinou na rovni publikaci v impaktovanych
védeckych ¢asopisech. Svym rozsahem i objemem pouzitych experimenti odpovida vice neZ standardu
magisterské prace na BF.

I kdyz se jedna na prvni pohled o kompaktni pfehlednou préci, pfece jen mam nékolik formalnich vyhrad:

- Hrubou formalni chybou je zjevné kopirovan{ obrazkti v ivodu bez uvadéni zdroje (citace)

- Fig. 6 v metodice - chybi jednotky

- Spatné kvalita obrazki (Fig. 1), Fig 9, 10 — nepiehledng umisténé &islovani jamek (doporu¢uji uprostied jamky)
- n&které véty v kapitole "results" patif dle mého nazoru do metodiky ("Collected samples were centrifuged, the
pellet was discarded and the supernatant was analyzed for the presence of protein on SDS-PAGE atd."

- v kapitole Chitin binding assay — prvni odstavec podkapitoly patii do tivodu nebo diskuze.

- Fig. 13.- Graf A Idgf - 2 malym pismem, v ostatnich dvou grafech IDGF-2 velkym pismem. Neni béZnou praxi
uvadét zbytecné tfi grafy popisujici totéz, namisto jednoho(C) zcela srozumitelného a vystizného zpracovani.

- Chybi rozptyly hodnot opakovanych méfeni, coz vyrazné ubira na statistické vypovédi uvadénych grafii

-z Casovych diivodd jsem nemel moznost dikladné proverit kapitolu odkazii, nemohlo mi v3ak neujit, ze autorka
ve zvoleném formatu nepouziva za ¢arkou mezi pfijmenim a jménem mezernik, ndzvy ¢asopist ve zkratkach pak
uvadi s teCkami i bez.

Vécené vyhrady:

- Je kvasinka s chitinovou bunéénou sténou vhodnym modelem k expresi chitin vazajicich proteina?

- Kvasinky glykosylujf proteiny odlisnym zplisobem nez zivo¢isné buiiky, coZz u chitin vazajiciho proteinu miize
mit rozhodujici vliv na tuto jeho vlastnost. Nebylo by logicky lepsi pouZit pro expresi pfimo hmyzi buiiky,
kde by byl tento problém odstranén?

- Postradam presveéd¢ivou metodiku pfipravy rekombinantniho proteinu - pouzité primery, predikce relativni
molekulové hmotnosti, potencidlni glykosyla¢ni mista, restrikéni nukledzu kterou byl pouzity plazmid
linearizovdn atd., coZ jsou z hlediska pfipravy rekombinantu jisté podstatné&jsi data nez presné hodnoty
elektroporace apod.

- Nejsem presvédeen o identité rekombinantniho proteinu - purifikace niklovou chelataéni chromatografii jisté
zvysuje pravdépodobnost identity obohaceného proteinu, nedava viak solidni odpovéd’ zejména kdyz protein o
MW cca 50 kDa z fig. 9. a 10. mé po purifikaci relativni molekulovou hmotnost 46.5 KDa. K pochybam mé
dale vedou i nékteré vysledky uvadénych eseji (napf. protein nevaze chitin, nepfesvédéil meé ani graf z
luciferazové eseje Fig. 15). Autorka cituje dvé prace, kdy jiz byl rekombinantni IDGF-2 pfipraven. Nebyl by
ziejmé problém ziskat protilatky specifické proti IDGF-2 od autorii téchto praci a potvrdit identitu
immunochemicky. MnoZzstvi proteinu na SDS PAGE z obr.11 by také bohaté sta¢ilo na N-termindlni sekvenci
obohacen¢ho proteinu, ktera by veskeré daldi pochyby vyvritila.

- Bio-assay s buné&cnou linif z Drosophily (Fig. 14) pii pouZiti kvasinkového média, byt obohaceného na niklu,
nemusi nutné byt projevem funkce IDGF-2. Pfesvéd¢ivé by vypadalo pouziti média z wild type X-33 kmene,
(Fig.9), jako negativni kontroly, kdy buiiky nebudou proliferovat. V praci neni uvedeno sloZeni pufru, ve kterém
byl testovany protein uchovéavan a zda tento pufr byl pouzit pro kontrolni experimenty.

- Musim vyzdvihnout naro¢nou piipravu sledovani aktivit promotort Cecropinu A2 pomoci reporterovych
sekvenci, coz by samo o sobé vydalo po dikladném zpracovani na vybornou Magisterskou préaci. Bohuzel v této
kapitole postradam v&tsi prehlednost a statistickou vypovéd’ experimentil, stejng jako podrobny popis
konstruktti.

V hodnoceni kapitol Givod a diskuze, stejn& jako v celkovém hodnoceni prace M. Fenckové, se shoduji s Petrem
Kopackem.

Pk
MP Michael Fenckové plisobi na prvni pohled péknym dojmem, zejména diky dobré angli¢ting, se
kterou je napséana. Jiz tento fakt je tfeba hodnotit velice kladné, nebot’ jazykova aroveii této prace



v mnoha ohledech prevysuje publikaéni pokusy mnohych doktorandi. Libil se mi zejména literarni
piehled, ktery nastifiuje moznou ulohu IDGF-2 ve vrozené imunité a vyvoji drosofily. Rozdil mezi
kvalitou této &asti a dal$imi kapitolami ve mé& az vyvolal pochybnosti, do jaké miry je text Givodu
pavodni.

Z formalniho hlediska, jsem samoziejmé nasel nékolik nedilezitych jazykovych chyb a preklepi. Pfi
zmifiovani nepublikovanych (ziejmé diplomovych) praci svych kolegii, by se mé€lo uvést
,unpublished* event. citovat pfislu$na diplomova prace. Tabulka v Fig.6 postrada koncentra¢ni
jednotky (molarita, procenta), nékteré zkratky nejsou vysvétleny tam, kde jsou poprvé uvedeny napf.
INK - pathway, ONPG atd.

V praci jsem velmi postradal sekvenci konstruktu IDGF-2 klonovaného do Pichia pastoris a z ni
odvozenou teoretickou hmotnost ziskaného rekombinatniho proteinu, glykosylaci, pfitomnost ¢i
absence signalniho peptidu apod.

Tim, Ze je prace napsana formou rukopisu (s rozsifenym avodem), mé podvédomé svadéla k jejimu
hodnoceni z pozice recenzenta mozného &lanku. Predesilam, Ze bych takovy rukopis zcela jiste
nedoporuéil publikovat. Rozhodné bych vyzadoval jednoznaéné potvrzeni identity exprimovaného a
purifikovaného proteinu. Mame sami smutnou zkuSenost se stejnym expresnim systémem, Ze se

z média Pichia pastoris dafi pomoci chelataéni chromatografie na niklu obohatit az vy¢istit proteiny,
které s kyzenym produktem nemaji nic spoleéného. Ptiblizna molekulova hmotnost tady rozhodné
nesta&i, protoze zakladni vlastnosti jakéhokoli arteficialniho produktu je shoda jeho velikosti

s oéekavanym proteinem. Je to $koda, protoze pomérné lacind N-termindlni nebo proteomicka analyza
by mohla potvrdit, Ze nasledujici, dost komplikované experimenty v buné¢nych kulturach nebo
pomoci reportérovych konstruktii, maji viibec n€jaky smysl.

Obohaceni produktu z 250 ml média po niklové kolon& mi pfislo az neuvéfitelné pii uvadeéné produkei
2,5 mg IDGF-2 na litr kultury. Z 250 ml média by tak teoreticky bylo mozné ziskat cca 500 pg, z

z &ehoZ jen na gelu (Fig. 11) v 8 frakcich je odhadem minimalné 100 pg. Prosim o prepoditani
expresni a purifikaéni bilance nikoli v koncentracich ale v celkovém mnoZstvi proteinu
(koncentrace x objem) a ukazani celého purifika¢niho gelu p¥i obhajobé. Vysek z gelu na obr. 11
(bez marker(i) na mé plsobi dojmem, Ze se autorka snazi néco zakryt (Cistotu, molekulovou
hmotnost?)

Ani jedna z testovanych aktivit jednoznaén& neprokazala, Ze ziskany produkt je skute¢né IDGF-2.
Ziskany produkt nemé schopnost vazat chitin, u experimentti s riistovymi kiivkami CL8+ bun¢k mi
chybi kontrola s pfidanim n&jakého inertniho proteinu, ziskaného pokud mozno ze stejného expresniho
systému. Vliv IDGF-2 na expresi cecropinu pomoci luciferazového konstruktu se nepodafilo
prokazat (Fig. 15). Pochyby méam i o vysledku reporterové exprese beta-galaktosidazy na obr. 16.
Neni totiz uvedeno, z kolika stanoveni byl tento vysledek ziskan a jestli rozptyl ziskanych hodnot
viibec dovoluje jakoukoli interpretaci. V ramci této diplomové prace Michaela Fenckova jesté zavedla
testy apoptozy C18+ bunék pomoci detekce mitochondrialni vitality a aktivity kaspazy pfi pouZiti
riiznych aktivatord apoptdzy. Stanoveni vliv IDGF-2 na apopt6zu viak (ziejmé z ¢asovych divodu)
neprovedla. Myslim, Ze kdyby tato prace obsahovala jen polovinu experimentt, ale dotazenych do
pevnych dat, byla by pfinosné;jsi.

Vzhledem k malé pritkaznosti ziskanych vysledki, je celd diskuse ponékud ,,na vodé™ a proto jsem se
s jejim hodnocenim nezabyval.

Pies moje vyhrady zejména ke kvalité ziskanych vysledki (z hlediska jejich mozné publikace) musim
fict, zZe Michaela Fenckova prokazala ve své diplomové praci mimoradny metodicky zabér a schopnost
obstat ve védecky naro¢ném prostiedi svého Skolitele.

Predkladana magisterska prace bohaté splituje pozadavky kladené BF na obsah a kvalitu
magisterskych praci. Celkové hodnotim piedkladanou diplomovou préci jako velmi dobrou az
vybornou_a doporuéuji ji k obhajobé pted pfislusnou komisi.

V Ceskych Budgjovicich, 27. ledna 2006 %\

Petr Kopacek v.r.




