Oponentsky posudek magisterské diplomové priace Be. Lenky Budinské na téma ,,Analyza
glykoproteini ze slinnych zlaz klistéte Ixodes ricinus*

(vypracoval Petr Kopagek, Parazitologicky tistav, BC AVCR)

Lenka Buc€inska predklada k obhajobé pomérné rozsahlou diplomovou praci, ktera je sepsana cekem
na 71 stranach v&etné citaci. Po formalni strance ma prace v8echny naleZitosti a je standardné
rozdélena do obvyklych kapitol. Na prvni prolistovani mé& zaujalo uhledné zpracovani, ruéné kreslené
obrazky a kvalitné vytisténé fotografie.

Zamérem této prace bylo pomoci Sirokého panelu lektint identifikovat glykoproteiny ve slinnych
Zlazach klistéte metodou lektinového afinoblotingu. Dale pak ovéfit glykosylaci identifikovanych
proteinii pomoci enzymatické deglykosylace, potvrdit vazebnou specifitu inhibici lektini a pokusit se
o purifikace vybranych glykoproteinii pomoci afinitni chromatografie na odpovidajicich navazanych
lektinech s kone¢nym cilem jejich idetnifikace hmotnostni spektrometrii nebo N-terminalni sekvenaci.
Vyznamnou a napadnou &ast prace Lenky Bucinské tvori i pokusy o lokalizace nékterych
glykoproteini pomoci nepfimé imunofluorescence a elektronové mikroskopie.

Uvod prace je Ctiveé a srozumitelné napsany a venuje se stru¢né popisu slinnych zlaz klistéte /. ricinus
(zde by se velmi hodil kresleny obrazek struktury SZ a popis zakladnich rozdili mezi riznymi typy
acinii). Déle se pak autorka obecné vénuje typim glykosylace proteinii, metodam jejich analyzy véetné
enzymatické deglykosylace, pouziti lektinii, hmotové spektrometrie a mikroskopickych technik.

V praci se mi libilo disledné pouzivani ¢eskych biologickych ndzvii napt. pro rostliny, ze kterych
pochazeli lektiny — terminy jako Stirovnik, hloda$ evropsky ¢i snézenka jarni uréité osvézily slozité ale
spravné chemické nazvoslovi sacharidu.

V uvodu jsem v odstavci o lektinech vazajicich kyselinu sialovou postradal blizi charakterizaci
proteinu Siglec. Ze se jedna o lektiny obratlovei s afinitou ke kyselin¢ sialové se ¢tenar dovi az

v diskusi, coz je dost pozdé.

Cast Material a metodika je opét piehledné zpracovana, rychlé orientaci v metodach hodné pomaéhaji
prehledné tabulky o pouzitych deglykosyla¢nich enzymech a lektinech a pouzitych reakénich
podminkach. Libilo se mi i celkové prehledné schéma metodiky (tzv. ,,pavouk®) na strané 29.

K metodice mam nékolik otazek:

1. Pred peptidovym mapovanim hmotovou spektrometrii bylo ze vzorkii bylo potieba odstranit
sérovy albumin. Kde se tam vzal? Urcité jste pouzivali jiné nadoby nez na lektinovy
afinobloting, kde byl 3% BSA pouzivan k blokaci membran?

2. Moc se mi nelibilo proteinové barveni na PVDF membranach pomoci ProteinGold. Jste si
Jistd, Ze je skute¢né lepsi a citlivéjsi nez barveni pomoci Coomassie?

3. Je barveni ProteinGoldem kompatibilni s eventualni N-terminélni sekvenaci nebo tryptickym
Stépenim pro MS analyzu?

4.V odstavei 3.12 hmotnostni spektroskopie uvadite, Ze pro HPLC na reverzni fazi byl pouzit
gradient acetonitrilu v rozmezi 5-8%. To je spravné? V celé praci mi nebylo jasné, jestli pro
identifikaci peptidii byla pouzita metoda peptide mass-fingerprint, nebo analyza sekvenci de
novo pomoci MS/MS, ¢i oboji a kdy.

5. Jaky je divod pouziti peroxidu vodiku pro blokovani membran pied afinoblotingem?

Vysledky jsou rozdéleny podle charakterizace, purifikace a eventualné identifikace glykoproteinii
urc¢itého typu.

Pro vysoce manosylovany typ glykosylace byl pouzit lektin GNA, s jehoz pomoci byl identifikovan a
nasledné purifikovan protein o hmotnosti cca 130 kDa. Nasledujici MS analyza na zakladé jediného
fragmentu vedla k moZné identifikaci proteinu jako karboxypeptidazy M s teoretickou hmotnosti cca
28 kDa. Bohuzel piistupové ¢islo na pfislusnou databazi neni uvedeno, takze tuto informaci nelze
jednoduse ovérit.



Jak si vysvétlujete zjevny nesoulad vami stanovené molekulové hmotnosti a identifikované
karboxypeptidazy M?

Vyrazna a presvédéiva reakce lektinu GNA s proteinem 130 kDa na afinoblotech zvy3uje i
divéryhodnost specifity imunolokalizace 130 kDa proteinu v acinech typu II, doloZenou jak nepiimou
imunofluorescenci, tak elektronovou mikroskopii na ultratenkych fezech a potvrzenou inhibi¢ni reakci
methyl-a-manosidem.

Detekce a nasledné purifikace glykoproteinu obsahujici N-acetyl-D-Galactosamin vedla

k jednoznaéné identifikaci proteinu hostitelského plivodu, tzv. Trappinu 12 z morcete. I kdyzZ se to
mozna zda byt zbyte¢né, myslim Ze by byla velmi uzite¢na lokalizace tohoto proteinu ve slinnych
7lazach, tak aby bylo mozné piisté predvidat, kde Ize ve strukturach SZ hostitelské proteiny oéekévat.

Detekce fukosylovanych glykoproteint pomoci 4 lektinti davala konzistentni a reprodukovatelné
informace pro dva z nich, AAA a LTL. Nicméné Lenka pokracovala v dalsi charakterizaci a
imunolokalizaci fukosylovanych proteini lektinem AAL, pro¢? Vérohodnost imunolokalizace

v tkanich klistéte je vzhledem k slabé reakci na afinoblotech pomérné mala.

Vyznamnou otazkou z hlediska protein-sacharidovych interakci mezi klistaty a pfenaSenymi patogeny
je piitomnosti &¢i absence kyseliny sialové v SZ klistéte. Tu se Lenka pokusila zodpovédét pomoci
lektinu MAA II, kterym detekovala cca 100 kDa protein. N-terminalni sekvence (ziskana patrné

z membrany nikoli z gelu) se shodovala s mysSim sialoadhesinem Siglec 1. Na zakladé predchozi
zkuSenosti s Trpapinem 12, autofi predpokladaji, Ze se opét jedna o protein hostitelského pivodu, byt
informace, které to jednoznacné potvrzuji jsou velmi omezené.

Provérili jste dostupné klistéci databaze, zda v nich skutecné neexistuje protein homologni se
sialoadhesiny?

Proc¢ jste neprovedli Western blotting izolovaného 100 kDa proteinu (obr. 22) se zakoupenou
protilatkou anti-Siglecl protilatkou?

Diskuse je v poméru k vypovidaci hodnoté vysledkii dost rozsahla a podrobna, nicméné doklada
Sirokou znalost dané problematiky.

Seznam literatury obsahuje odhadem 150 citaci, jejich tiplnost jsem kontroloval jen namatkové a
chyby jsem nenasel. V textu autorka ¢asto zapomina u viceautorskych publikaci psat - a kol. za
jménem prvniho autora.

Celkové hodnoceni: Zabér predkladané diplomové prace je obdivuhodny, nicméné, podle mého
nazoru, kvantita provedené prace nepiinasi takovou kvalitu, kterou by bylo mozné v daném stavu
publikovat a na kterou by eventualné bylo mozné bezpeéné navazat nosny a bezpeény PhD. projekt.
Proto bych chtél polozit Lence Bucinské posledni otazku:

Jaka je Vase predstava o dalSim rozvoji této problematiky a na které aspekty byste se zamérila
pri jejim dalSim studiu?

Zavér: Magisterska diplomova prace Be. Lenky Bucinské urcité spliuje kritéria Piirodovédeckeé
fakulty JU pro ziskani magisterského titulu a doporucuji ji k obhajobé pied prislusnou komisi.
Praci samotnou hodnotim stupném 1 az 2, svoji klasifikaci upfesnim az podle urovné obhajoby.

V Ceskych Budéjovicich, 25. kvétna 2010 7Z/ ’_ﬁ

"Petr Kopacek
~
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Oponentsky posudek na diplomovou praci Be. Lenky Budinské:
Analyza glykoproteinii ze slinnych Zlaz kliStéte Ixodes ricinus

PredloZena diplomova prace se zabyva izolaci a lokalizaci glykoproteinii pedevsim slinnych 714z
klistéte Ixodes ricinus. V teoretickém ivodu je zpracovéna kratka reserSe zaméfena na studované
kliste, glykosylace a strategie pouZitelné pro studium glykoproteint a glykosylaci. Kapitola
Material a metody zahrnuje pouZité metody pfi studiu. Zde by se dalo vyzdvihnout ndzorné schéma
a navaznosti jednotlivych pokusti znazornénych na str. 29. Kapitola Vysledky pak shrnuje préci na
jednotlivych skupinach proteinii izolovanych na zékladé specifity pouZitych lektind viii
jednotlivym monosacharidiim/oligosacharidiim. Diplomova préce je zakon&ena rozsahlou Diskusni
kapitolou a zavére¢nym shrnutim.

To, co kazi docela dobry prvni dojem z pfedloZené préce je pocit jejiho sepsani ,,horkou jehlou®.
Obsahuje velké mnozstvi pieklepil, nepfesnosti, opakujici se &isla kapitol, a pod. Namatkou, str. 5,
deoxyhexosy = hexosy s hydroxylovou skupinou na 6. pozici (naopak, tam tato skupina chybi), D-
glukuronova kys. ma zkratku Glc jako D-glukosa, 2 x stejné &islo kapitoly 1.4.4.2, str. 29. odkaz na
kapitolu 3.2.6, ktera v praci viibec neni, apod. V praci se objevuje velké mnozstvi zkratek, dasto je
prvni pouzita zkratka a teprve v dal§im odstavci vysvétlena. Spousta z nich v seznamu zkratek
chybi. Pfi vyhodnocovéni pfitomnosti proteini na stran& 40 se objevuje zajimavé potadi
identifikovanych proteinii o velikosti 95,72,53,48,49,45,38,37,34. Z hlediska pfesnosti pouzité
metody by bylo lépe formulovat pocet proteinti v n&jakém ocekavaném rozsahu molekulovych
hmotnosti. Popisy obrazkii se objevuji jednou nad, jednou pod obrazkem -mé&lo by byt vzdy pod
obrazkem a text by mél pln& vysvétlovat legendu obrazku. Napt. na obr. 9 jsem se rozchazela

s textem uvedenym na stran€ 31. AZ na konci odstavce je napsano, Ze pruhy, na které jsem se
zaméfovala jako nové a neSly mi dohromady s textem, odpovidaji ptislusnym enzymiim, pouzZitych
ke Sté€peni. Toto vysvétleni by mé&lo byt sou¢ast legendy u obrazku.

Z formalnich pfipominek mam je3té dv& kli¢ové. Jednak si myslim, Ze pfedevsim u charakterizace
lektinovych specifit, by méla prace vychazet z novéjsich &léanki a informaci. Citovany jsou
prevazné prace z 80. let, kdy vetSina lektinovych specifit byla stanovovéna hemaglutinaénimi testy.
Komer¢ni lektiny jsou jiZ docela dobfe charakterizovany na strankach CFG (Consorcium for
Functional Glycomics, kde 1ze ziskat vysledky z ,,glycan array* na stovkach oligosacharidil) . A
samoziejme i novéjsi védecké ¢lanky. Pak by se neobjevilo napf. tvrzeni, Ze AAL véZe hlavng 1,3
a 1,6 v reSerSni ¢asti a specificky pro 1,2 1,3 a 1,6 ve vysledkové &asti. Nebo HPL je specificky pro
krevni skupinu A, ztimco je specificky pro terminalni GalNac, takZe i napt. Forsmann antigen a
dalsi oligosacharidy.

Druhou pfipominkou je nejednotnost v pouzivani ,,6z vs. ,,0s*. Pfiznam se, Ze ,,0z“ mi neni milé,
ale je to samoziejmé z hlediska &estiny v pofadku. Ale pak je tieba disledné dodrZovat ve viech
oznacenich a nemichat glukéza/glukosamin.
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Na druhé strané musim velmi vyzdvihnout kapitolu Diskuse, protoze ta déla Cest celé praci. Pies
nékteré nepiesnosti, je vy&erpavajici a opravdu dava vysledky do kontextu se sou¢asnymi poznatky.
Velmi ¢asto si studenti pod slovem Diskuse pfedstavuji pouze rozifeny komentai své vlastni prace,
Lenka Bucinska pojala kapitolu opravdu v duchu diskuse, tak jak ma byt.

K praci mam déle nasledujici komentafe/naméty do diskuse:

str. 20 - k eluci glykoproteinii byly pouZivéany &isté cukry ve vodé nebo byly pfidavany do pufru.
Z textu vyplyva prvni, ale pfedpokladam, Ze se jedna o nepfesné vyjadieni.

str. 21 — ke vzorku byly pfidany IP. Co to je?

str. 24 — Tween inhibuje peroxidasovou aktivitu. Opravdu nebyly posledni promyvaci kroky pfi
blottingu provedeny jiz bez pfitomnosti Tweenu? Pokud ano, nemiiZe toto byt pfi¢inou, pro¢ se
mnohdy nevybarvily o¢ekévané proteiny na membranach? Napi. AAL mé 5 vazebnych mist na
monomer a vysokou afinitu i vii¢i monosacharidiim, takze se d4 o¢ekdvat jeji vyssi koncentrace po
viech promyvacich krocich pfi barveni na rozdil od jinych lektini rozpoznavajici fukosu. CoZ by
v kombinaci se sniZenou aktivitou peroxidasy mohlo vysvétlovat hlavni uspéchy pravé s AAL.

Str. 25 — pro¢ byl jako inhibiéni ,,sacharid“ pro MAA II pouzit ethanolamin a ne kys. sialova?

Celkové lze diplomovou praci hodnotit kladn&, vznesené pfipominky jsou pfedevdim formalniho
charakteru a préace spliiuje pozadavky kladené na zavérecnou diplomovou praci. Proto ji doporucuji
k obhajobé.
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