Posudek na magisterskou praci Frantiska Skanty ,,Exprese homologu

imunomodulacniho proteinu Salpl5 v klistéti Ixodes ricinus®

(BF JU v CB, 2007, $kolitel Doc. RNDr. J. Kopecky, CSc.)

PfedloZena magisterskd prace se zabyva zejména urenim tkanové lokalizace a expresniho
profilu genu Salp15IR-1 u klistéte obecného. Jejimi dalsimi cily pak byla jednak pfiprava
aktivniho rekombinantniho proteinu a déle pﬁprava: specifického polyklonalniho séra proti
proteinu Salp15IR-1.

Diplomova prace ma 31 stran textu a seznam literatury obsahuje na 76 citaci. Soucasti
prace je i 17 obrazkii a 5 tabulek. Clenéni samotného textu na jednotlivé kapitoly je celkem
logické a text je napsan srozumitelnou a ¢tivou formou, za coz si autor zaslouzi pochvalu.
Volba obrazki i jejich kvalita je odpovidajici a velmi vhodné je téZ pouziti barevného tisku,
ktery ¢ini text i obrazky pro Citatele mnohem piehlednéjsi a srozumitelnéjsi. Kapitoly
»Material a metodika™ a ,,Vysledky* jsou zpracovany velmi detailn€ a piehledné, jsou zde
zminény i pfipadné experimentalni nezdary a celkové se domnivam, Ze autor v ramci
ptredlozené prace dokazal, Ze zmifilovanym metodam dobfe porozumél a dokaze interpretovat
ziskané vysledky.

Ukolem oponenta je viak poukéazat zejména na chyby. Za¢nu chybami formalnimi.
Neni jich mnoho a ty hlavni se tykaji popisku k obrazkiim a tabulkam. Obr. 15 se vyskytuje
dvakrét (str. 27 a 28), na str. 21 je misto obr. XY uveden nazev Elektroforetogram 1, akoliv
jindy je tento typ obrazku oznacen jako obr. Navic zde chybi legenda vysvétlujici oznadeni
jednotlivych drah (u adekvatniho obr. 4 drahy ozna:*ené nejsou, zde sice oznacené jsou, ale
bez vysvétleni). Dale jsou elektroforetogramy (obr. 4 x 5) jednou zobrazeny v normalnich
barvach, jindy inverzné (zobrazeni by mélo byt jednotné). Popis tabulek je také nejednotny —
nékdy popis nad tabulkou, jindy pod tabulkou (obecna uzus: tabulky se popisuji nad, obrazky
pod). Dalsi formalni chyby se tykaji citaci a to zejména nejednotnosti citaci v textu: pofadi
nékolika citaci, zplsob jejich oddélovani i samotny zplsob jejich psani. Drobné nejednotnosti
Jjsou i v samotném seznamu literatury (: za rokem, . u jmen atd.). K citacim je$t& jedna
poznamka — u udajt tykajicich se obecné biologického cyklu klist'at neni nutno uvadét citaci a
pokud ano tak to ma byt: a) piivodni (velmi stard) \“tace popisujici tento fakt, b) n&jaké nové
review zabyvajici se obecné klistaty a jejich cyklem nebo ¢) uéebnice. Rozhodné viak ne

recentni imunologicka studie. (Dalsi drobné formalni chyby: psani %, °C, poml&ek atd.)




V ramci obecnych pfipominek se budu vénovat zejména Uvodu, respektive literarnimu
piehledu. Zatimco Metodika i vysledky jsou zpracovany pomérné vycerpavajicim zptsobem,
literarni ivod se mi zda trochu odbyty. Autor se mohl bud’ obsirnéji vénovat jednotlivym
aspektiim vzajemnych interakci mezi kliStétem a hostitelem a imunomodulaénim aktivitdm se
zietelem i na dalsi skupiny haematofagnich ¢lenov=1, nebo se naopak mohl vydat cestou
podrobngjsi analyzy nékterého z téchto aspektil a zpracovat toto téma do vétsich detaild.
Ackoliv je téma piedlozené MP velmi zajimavé, skutecné aktuélni, vyuZivajici nové
metodické piistupy a navic mize pfispét i k nékterym praktickym aspektim v ramci
studované problematiky, neni bohuZel uvod neni napsan takovym zptsobem, ze které¢ho by
jednoznaéné vyplyvalo, pro¢ byla prace zpracovana a jaky by mél byt jeji hlavni piinos.
Taktéz samotna diskuse by mohla byt zpracovana podrobnéji a ackoliv autor na nékterych
mistech pfichazi s vlastnim vysvétlenim ptipadnych obtizi a nezdarh (coz ¢ini velmi spravné),

$

mélo by takovychto mist byt v MP vice.

Otéazky:

e Jak probihalo sani klist'at?

e Zkouseli jste zjistit aktivitu Salp u samct a u nymf (larev)? Co je znamo o aktivitach Salp
u téchto stadii a jak se lisi od adultnich samic?

e Uvazovali jste o pouZiti kvantitativni RT-PCR, piipadné pro¢ jste nakonec zvolili
semikvantitativni?

e Jak jste provadéli analyzu MALDI-TOF?

e Jak si vysvétlujete rozdilné vysledky pfi snaze o expresi rekombinantniho proteinu a co

podle vas hraje hlavni roli?

Zavérem bych chtél uvést, Ze ackoliv se ze stanovenych cil podafilo nakonec splnit v plné
mife pouze dva, domnivam se, Ze autor zvladl zminéné metodiky, dokézal spravné
interpretovat ziskané vysledky a ty pak porovnat s literarnimi udaji. Navrhuji proto, aby byla

predloZena MP pfijata k obhajobé na BF JU v CB. .

Praha, 26.1.2007




Oponentsky posudek magisterské diplomové prace Be. FrantiSka Skanty
»Exprese homologu imunomodula¢niho proteinu Salp15 v klistéti Ixodes
ricinus*

(vypracoval Vojtéch Kovar, Parazitologicky ustav AVCR. Ceské Budgjovice).

Predkladana magisterska diplomova prace si kladla jako hlavni cile urcit tkanovou specifitu
exprese proteinu Salpl5IR-1. zjistit jeho expresni profil v prubé¢hu sani a piipravu
rekombinantni formy tohoto proteinu v prokaryotnim expresnim systému. Autor si dale kladl
za cil pripravit mysi polyklonalni sérum proti rSalpl5IR-1 a otestovat aktivitu
rekombinantniho proteinu v blize nespecifikovanych biologickych testech.

Prace je sepsana na 36 stranach véetné literarnich odkazii. Uvod krétce pojednava o
problematice vztahu vektor-hostitel na molekulové urovni s ohledem na imunomodulaéni
proteiny slinnych Zlaz. Metodickd ¢ast prace je sepsana na jedenacti stranach stejné jako
vysledky. Ponékud spekulativni diskuse zabira pouze Ctyfi strany.

Tato prace svym rozsahem i formou odrazi kratsi ¢as. ktery mél autor na jeji vypracovani.
Tato skute¢nost vsak nemuze omluvit mnozstvi formalnich 1 faktickych nedostatku a chyb
jichz se autor dopustil. Zatimco vod prace je napsan prehledné a prokazuje, ze autor umi
pracovat s literaturou. uroven dal$ich kapitol rapidné klesa. Velky problém ¢ini autorovi psani
jednotek. Odhadem polovina je jich v textu zapsana formalné Spatné. Na obrazku 14 str. 25
chybi jednotky uplné. Vedle preklept jako 150 mm NaCl (str. 8) se vSak v praci vyskytuji 1
zavazné chyby jako moldrni hmotnost vyjadiend v kDa (tab. 5. str. 28) ¢ koncentrace
proteinu v pg/cm (str.14). V praci se vyskytuje az pfilis mnoho chyb vzniklych, jak doufam.
pouze z nedbalosti. Za vSechny tfi pfiklady: v odstavei ..Cile prace™ str. 5 autor deklaruje
snahu pfipravit polyklonalni sérum proti Salpl15IR-1. avSak ve skute¢nosti nepouziva nativni,
ale rekombinantni protein. Obrazek na str. 12 je chybné oznacen jako obr. 2 misto obr.1. Na
str. 13 autor uvadi. ze ..vzorky byly smichany se 4x (patrné koncentrovanym) vzorkovym
pufrem. ale v zavorce je uveden pomér 1:2.

Magisterska prace by rozhodné nemela obsahovat ..terminologické perly™ jako vyrazeci pufr
(str. 24 a 25), bakterialni koktejl ¢i1 koktejl antigent (str. 31). Autor by si rovnéz mél ujasnit
styl psani sacharidu.

Dotazy a pripominky:
Prvni dotaz se samoziejmé musi dotykat posledniho deklarovaného cile prace (str. 5):
.otestovat aktivitu rekombinantniho proteinu v biologickych testech™ V celé praci jsem

nenasel nic, co by se tohoto bodu tykalo.

Str. 13
Jak autor ptipravoval 4.5% zaostfovaci gel?



Str. 14
Pro¢ autor pouzil na techniku dot blot membranu nitrocelul6zovou a na vlastni western blot
PVDF? K ¢emu slouzi ..odmasténi* nitrocelul6zové membrany 10% methanolem?

Str. 14

Autor zminuje tii blize nespecifikované mySi uréené Kk imunizaci proteinem
v polyakrylamidovém gelu. Pro¢ bylo v jejich pfipadé pouzito kompletni Freundovo adjuvans
a proc jiz o téchto mysich neni v celé praci ani zminky?

Str. 18
Pro¢ autor pouziva tii ruzné pocty cyklu pfi RT-PCR?

Str. 18

Domnivam se. Ze nelze pfijmout autorovo striktni tvrzeni. ze exprese Salpl15IR-1 je omezena
pouze na dobu sani. kdyz nepracoval s klistaty ve dnech po ukon¢eném sani. Navic sam na
str. 29 zminuje ¢leny rodiny Salp exprimované 1 mimo dobu sani.

Sir. 19
Pro¢ autor oznacuje potencialni mista N-glykosylace sekvenci ¢tyf aminokyselin? Vi autor
néco blizsiho o glykosylaci proteinu rodiny Salp?

Str. 21

Mohl by autor vysvétlit objemovou hadanku: ..Z kultury byl kazdé dvé hodiny odebran 10 ml
vzorek. Sonikace byly provadény tak. aby vzdy 20 ml bakterialni kultury odpovidalo 1,0 ml
roztoku ur¢eného k sonikaci®.

Str. 22-25
Purifika¢ni tabulka. ktera by shrnovala jednotlivé kroky. objemy. koncentrace a vytézky by
vyrazné prispéla k prehlednosti uvedenych izola¢nich a purifika¢nich metod.

Str. 23
Prubeh purifikace je popsan velmi neprehledné. Autor uvadi. ze frakce V1 az V8 obsahovaly
rSalp15IR-1. Na obrazku 13 jsou vSak uvedeny pouze frakceV1-V4. Pro¢?

Str 24. Obr. 12

Autor uvadi. ze frakce V1-V3 byly uvolnény zkolony po naneseni jiz zminovaného
..vyrazeciho™ pufru. Pokud tomu tak bylo. dokazal autor piekrocit vazebnou kapacitu kolonky
His Spin Trap™ o témér 53%. Kolik tedy bylo ve skutecnosti pouzito kolonek a kolikrat a
jakymi objemy elu¢niho pufru byly promyty?

Str. 25 Obr. 14
Krome jiz zminénych chybéjicich jednotek. postrada tento purifikac¢ni profil i zaznam o
gradientu imidazolu v elu¢nim pufru.
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Str. 28
Neni mozné tvrdit. ze se proteiny Salpl5 a Salpl5IR-1 lisi v mife posttranslacnich
modifikaci. kdyZ autor nema jina nez teoreticka data!

Predkladand prace je na hranici toho. co lze povazovat za dobrou magisterskou diplomovou
praci Biologické fakulty JihoCeské univerzity. Doufam. ze autor dokaze smysluplné vysvétlit
nedostatky své prace a zodpovédét uvedené dotazy. Pies vSechny vytky doperuéuji piijeti
této prace k obhajobeé u prislusné komise.

V Cesky Budgjovicich. 25. ledna 2007 Vi D
Vojtech Kové




