Oponentsky posudek magisterské prace

Be. Tereza Cermanova: Exprese rekombinantniho proteinu Kunitzova typu, potencialniho toxinu ze
slinnych zlaz klistéte Ixodes ricinus

Tématem prace Terezy Cermanové bylo studium Ixocludine 2, proteinu slinnych Zlaz klistéte z rodiny
inhibitorii serinovych proteaz, jejiz ¢lenové pisobi jako toxiny u nékterych bezobratlych.

Price je napsana na 44 stranach se standardnim &lenénim kapitol. Uvodem autorka podava stru¢ny
prehled problematiky interakce klistéte a imunitniho systému hostitele se zaméfenim na
imunosupresivni proteiny produkované v slinnych zlazach klistéte. Zvlastni pozornost je vénovana
rodiné Kunitz/BPTI inhibitorti serinovych protedz, jejimiz ¢leny ixocludiny jsou. Nejobsahlejsi ¢asti
prace je popis metodik a vysledki, které jsou pak stru¢né diskutovany. Hlavni teze prace jsou znovu
piehledné shrnuty v zavérecna kapitole. Seznam literatury obsahuje 78 citaci. Prace je psana ¢tivé
s minimem tiskovych chyb. Vysledky jsou dokumentovany fadou kvalitnich schémat a fotografii. Po
formalni strance lze snad pouze vytknout aZ pfili§ stru¢nou kapitolu Cile prace. Pro lepsi pochopeni by
pomohlo uvést vychozi data, na kterych je tato prace zaloZena.

Experimentalni ¢ast prace byla navrzena s cilem urcit kompletni koédujici sekvenci Ixocludine 2
proteinu, sledovat jeho expresi v riznych tkanich a v riznych ¢asovych intervalech po pfisati klistéte,
pfipravit rekombinantni protein a testovat jeho aktivitu. Metodou 5"-RACE PCR byla uspésné ziskana
kompletni kodujici sekvence genu Ixocludine 2, na jejim zakladé byly navrzeny specifické primery
pro RT-PCR a potvrzena exprese Ixocludine 2 béhem sani ve slinnych zlazach klistéte. Autorce se
podafilo exprimovat protein Ixocludine 2, ktery byl ovSem neaktivni. Nasledné pokusy o expresi
aktivniho Ixocludine 2 byly, i pfes velké mnoZstvi testovanych expresnich systémi, netispésné. Dalsi
moznosti jak dosahnout exprese aktivniho proteinu, ktery je zfejmé pro buriky toxicky a je tak obtizné
exprimovatelny, jsou diskutovany.

K predlozené praci mam nasledujici dotazy a naméty do diskuze:

Pro pfesnéjsi dokumentaci ¢asovych zmén exprese Ixocludine 2 ve slinnych zlazach béhem sani by
bylo vhodné vysledky RT-PCR kvantifikovat.

Jaka je autorCina interpretace faktu, ze k expresi Ixocludine 2 tieti az paty den po pfisati klistéte?
Autorce se nepodafilo metodou western blotu detekovat pfitomnost ixocludine 2 ve slinnych Zlazach
ani ve slinach klistéte. Kde vidi autorka pfi¢inu problému s detekci exprese Ixocludine 2 na trovni
proteinu. Popis pfipravy primarni protilatky specificky vazajici Ixocludine 2 v oddilu material a
metody je prilis struény. Jak byla ovéfovana specificita primarni protilatky?

Jaké vidi autorka potencialni vyuziti znalosti o Ixocludine 2 pro klinickou praxi?

Dale nékolik pouze formalnich pfipominek:

Popis k obrazku 13 je nejednoznacny: Cervenou plochou je oznadena sekvence vektoru a v nasledujici
vété: kurzivou sekvence vektoru. V obrazku se tyto oznaceni nepfekryvaji.

V obrazku 20 chybi v popisu uvedené vyznaceni start a stop kodonu &ervenou barvou.

Pro demonstraci efektivnosti transfekce v obrazku 25 bych doporucovala pouzit mikrofotografii pii
vetsim zvétSeni.

V magisterskych pracich by nemél byt tistén znak univerzity.

Diplomovéa prace Terezy Cermanové spliluje pozadavky kladené na magisterské préace, proto ji
doporucuji k obhajobé.

V Ceskych Budé&jovicich 21. 5. 2009 s o
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Jana Fleischmannova



Oponentsky posudek na magisterskou praci Terezy Cermanové
“Exprese rekombinantniho proteinu Kunitzova typu, potencialniho toxinu ze
slinnych Zlaz kliStéte Ixodes ricinus.

Magisterska prace Terezy Cermanové je vénovana expresi rekombinantniho proteinu
Kunitzova typu ve tfech rtznych expresnich systémech - bakteridlnim, v bunkach
kfet¢ich ovarii a v kvasinkach. Potencidlni toxin identifikovany ve slinnych 7lazach
klistéte Ixodes ricinus, nazvany Ixocludine 2, patii ke skupiné Monolaris 111 s Kunitzovou
doménou spoletné s dendrotoxiny, bungarotoxiny a blokatory draslikovych kanald.
Predpoklada se, Ze Ixocludine 2 mé schopnost inhibovat trypsinové protedzy, a pravé
proto hraje dtlezitou roli v interakei klisté-hostitel.

Magisterskéa prace se sklad ze 6 stran Uvodu, dost struénych Cila prace, 14 stran
Materiali a metod, 13 stran Vysledki, 3 stran Diskuse, Zavéru a Seznamu pouzité
literatury ze 79 citacemi.

Obsah prace ukazuje na dost vysoké nasazeni Terezy jak v laboratofi, tak i pfi
zpracovani literatury. V obou pifipadech v3ak je vidét nedostatek Casu jak na ziskani
vysledkd, tak i na formalni pfipravu prace, zvlast' kdyz jde o praci magisterskou, kde by
se dalo vyuzit zkuSenosti ziskané pii piipravé bakalafské diplomové prace.

K praci Terezy Cermanové mam nasledujici formalni pfipominky:
Myslim si, Ze by praci prospé€la piisnéjsi kontrola chyb, pieklept a pouZiti kurzivy:

-str.1 obr. 1 Ixodes ricinus - ma byt kurzivou; totéZ na str. 6 - Bungarus; dale totéZ na str.
28 obr.17 a obr.18 I. ricinus, na str. 34 obr.30 P.Pastoris.

- nespravné pouziti jmen firem - ne Fermentas, ale MBI Fermentas, ne Biolab, ale New
England Biolab (v cele préci). Jste si jista ze elektroforézu Hoefer SE 250 vyrabi firma
“Pharmacia Biotech™?

pieklepy: str.1 “Jedna se bakterie”, zfejmé “Jedna se o bakterie”
str. 22 *“.. .hmotnost proteinu je 9375.94 Da a a vypocteny..”

str. 24” Jako templat pro PCR byla pouzit cDNA...”

str. 24 “..z slinnych 7laz...odebranych ruznou dobu...”

str. 27 “Vzhledek k zhruba...”

str. 38 “Tento protein pari do rodiny”..

str. 38 ““...Ze pfipravit se mi poda¥ilo protein poda¥ilo v..”

Ale nejvic mi vadi pouziti véty “ PCR produkt byl po ligaci do vektoru TA Cloning
Original...zaklonovan pomoci metody “heat shock™ do kompetentnich bungk...” (str.
13), ktera v riiznych ale stejn€ nespravnych verzich se opakuje na str. 14, 18, 22, 24, 25,
29, 30. Rada bych slySela spravné znéni véty, kterd vyjadiuje podstatu procesu
transformace kompetentnich bunék.



Dalsi pfipominky:

Povazuji za zbytetné opakovani obrazkti znazornujicich sekvenci rekombinantniho
proteinu (obr. 13, obr. 20, obr. 24 a obr. 28), protoZe veskera informace je pfedstavena na
obr. 9.

Taktéz povazuji v magisterské diplomové praci za zbytecné pouZiti obrazku “Ovéfeni
pfitomnosti inzertu v jednotlivych koloniich”-obr. 8B, obr.12B, obr.19B, obr. 23B, obr.
27B. K tomu mam také otazku - piitomnost inzertu na vySe zminénych obrazcich je
poznamenana jen v jedné kolonii. Co bylo nalezeno ve vSech ostatnich, ve kterych
inzerty aspon ¢isté vizudlné vypadaji stejn€ a spiSe maji 1 stejnou velikost?

Mam k Tereze par dalSich otazek:

- v cilech prace jde o ziskani celé sekvence genu kdédujiciho Ixocludine 2, kdyz Diskuse
zacina vétou “Podnétem této diplomové prace bylo ziskani ¢asti sekvence pro Ixocludine
2...”. Prosim o vysvétleni.

- zda exprese Ixocludinu 2 ve tfech riznych expresnich systémech byla Vasim cilem od
zacatku, nebo jste na to pfistoupila az v priibéhu prace?

- pro¢ na Vase pokusy bylo pouzito pravé 23 klistat? Nemyslite si, Ze tieba pouZiti slin
ze 46 klistat by Vam dovolilo detekovat pfitomnost Ixodcludinu 27

- detekovala jste pfitomnost Ixocludinu 2 v homogenatu slinnych Z14z?

- V kapitole 3.5..Exprese proteinu v pET-17b...piSete:” Po netispésném pokusu s expresi
byla nalezena chyba v plazmidovém konstruktu - byly Spatn€¢ zvoleny restriktazy, které
vystithly sekvenci kodonu pocateéniho metioninu z vektoru. Z ¢asovych diavodu se ale
pokracovalo v piipravé rekombinantniho proteinu...” Prosim vysvétlete, pro¢ jste
pokracovala a na co jste spoléhala v tomto piipadé.

- po zjisténi toho, Ze Ixocludine 2 nebyl sekretovan do média v pfipadé jeho exprese v
bunkach kiecich ovarii, zda jste zkontrolovala jeho pfitomnost v samotnych burikach?

- V kapitole 3.7 jste psala ze ...” Pfi sekvenovani plazmidu klont rezistentnich vici
zeocinu...bylo nalezeno n€kolik sekvenci dalSich vysoce homologickych isoforem
Ixocludinu 2....”. Zaznamenala jste pfitomnost vice izoforem proteinu jen pii pfipravé
DNA pro expresi v kvasinkach nebo i v jinych pfipadech?

- jak vysoka je homologie Ixocludinu 2 a Calreticulinu?

Na zavér bych chtéla fict, Ze Tereza Cermanova splnila 2 ze 3 ikold zaznamenanych v
Cilech prace. I ptesto, Ze se ji nepovedlo pfipravit aktivni rekombinantni protein pro
ovefeni jeho funkce 1 pfi pouziti rliznych expresnich systémii, objem préace predstavené
Terezou je tuctyhodny. Po ziskéni celé sekvence genu kddujiciho Ixocludine 2, byla



potvrzena jeho transkripce v slinnych Zlazéach, a to paty den po sani klistéte. Byla take
predbézné prokazana ptitomnost vice izoforem Ixocludinu ve slinnych Zlazach klistéte.
Byla provedena exprese Ixocludinu 2 ve fuzni a nativni formé v bakteridlnim expresnim
systému, v buiikach kie¢¢ich ovarii a v kvasinkéach, a také byly pfipraveny protilatky. I
kdyZ pozitivni vysledky pfipravy rekombinantniho proteinu byly dosazeny ¢asteCné, a to
jen v jednom piipadé, myslim si, Ze mnoZstvi metod molekulérni biologie, biochemie a
imunologie, které Tereza zvladla v pribéhu této prace, mi dovoluji udé€lat zavér, Ze
Tereza Cermanova splnila pozadavky Pfirodovédecké fakulty na magisterskou praci.

V Ceskych Budgjovicich
25.05.2009

Dr. Natasha Rudenko, PhD




