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Oponentsky posudek na diplomovou praci

Autor: Bc. David Opavsky
Nazev: Molecular and biochemical characterization of serine protease SmSP1 in Schistosoma mansoni
Zikladni parametry prace: jazyk prace — anglitina, 59 str. (fddkovani 1,5), 108 citaci

Predlozena prace je zaméfena na molekularni a biochemickou charakterizaci malo probadanych
serinovych protedz, zejména SmSP1, modelového organismu — motolice Schistosoma mansoni. VéEtSiny
vyty€enych cild rozdélenych na ¢ast transkriptomickou (1. Amplifikace jednotlivych SmSP1 domén u
vyvojovych stadii S. mansoni s vyuZitim PCR, 2. Srovnani Grovné exprese SmSP1 u jednotlivych
vyvojovych stadii S. mansoni a 3. ,Knokckdown“ exprese SmSP1 s vyuZitim metod RNAi) a cast
proteomickou (1. Exprese SmSP1 v E. coli, 2. Exprese SmSP1 v P. pastoris a 3. Autoindukce a exprese
SmSP1 v E. coli SHuffle burikach) bylo na zakladni virovni dosaZeno. V pribéhu feseni prace si David
osvojil pomémeé velké mnoZstvi pokroc€ilych molekularnich technik. PfedloZzena prace navazuje na projekt
feSeny vyzkumnym tymem kolem RNDr. Jana Dvotaka, Ph.D. a ktery je zaméfeny na vyzkum praveé
serinovych proteaz S. mansoni.

Uvod: Na 19 stranich se David vénuje prevazné popisu jednotlivych vyvojovych stadii S. manoni (7
stran) a proteazam tohoto parazita (necelych 7 stran). Zakladni zdlouhavé uéebnicové popisy jednotlivych
vyvojovych stadii povazuji, v souvislosti s molekularn€ biologicky ladénou praci, za zbyte¢né. Na druhou
stranu uvodni kapitoly vénujici se obecné proteazam, se zméfenim na serinové, neshleddvam jako
vyCerpavajici (Casto chybi piesné zarazeni proteaz do systému napft. dle databaze MEROPS, déle anotacni
¢isla protedzovych gentll, definovani substritové specificity a preferenci jednotlivych aminokyselin
v jednotlivych P1-Pn pozicich viz napf. review Kasny et al. 2009 ;-), nejvice vSak postradam sekvencni
data). Uvodni molekularng biologicka &ast by pravé v souvislosti s charakterem prace a mirou
prozkoumanosti modelového organismu S. mansoni méla byt 1épe rozpracovana. Vétsina prezentovanych
obrazkt v této kapitole postrada pfimétenou kvalitu (napf. Figure 4) a zakladni popisy, nemluvé o tom, Ze
vétSina pochazi z internetovych zdroji. Za Stastné feSeni u diplomové prace také rozhodné nepovazuji
prezentovani obrazkil obtékanych textem.

Otdzky:

o V souvislosti s uvodni kapitolou by mne zajimalo, jakou velikost (bp) maji jednotlivé domény SmSPI
protedzy (cub, LDL a trypsin domain)? Co znamend zkratka ,,Cub ““?

Cile prace: Jsou stru¢né a jasné definované.

Material a metody: Seznam zkratek neni vyCerpavajici (viz. napt. str. 44 a 45 ML a AL apod.)

Metody jsou relativné logicky sefazené na 11 str., ale nékteré metodické postupy nejsou podrobné
rozepsané (neni dle mého nazoru napt. dostatecné vysvétleno zahrnuti proteazy SmPEP do experimentu,
tato protedza neni v praci viibec charakterizovana, neni také uvedeno, jakym zptisobem byl prohleddvan
genom S. mansoni a jak byly navrhovany primery, nebo pro¢ byl pro méreni aktivity rekombinantnich
proteaz vyuZzit pravé oligopeptidovy fluorogenni substrat Z-FR-AMC, rovnéz neni rozpracovan zplisob
imunizace rekombinantni proteazou apod.)



Otdzky:

e Proc¢ byl pro méreni aktivity rekombinantnich protedz vyuZit prdavé oligopeptidovy fluorogenni substrdt
Z-FR-AMC?

o Jakym mnozstvim SmSP1 rekombinantni trypsinové domény byly imunizovdany experimentalni zvirata,
Jjaké bylo schéma imunizace?

Vysledky, diskuze a zaver

Vysledky experimentl jsou zpracované na 12 stranach. VétSina vysledki je s ohledem na vytycené cile
spiSe pozitivnich. Kone¢né jsou v této kapitole prezentovana alesponi néjaka sekvenéni data tykajici se
proteazovych genil ¢i ziskanych proteinti. Vysledky experimentd jsou vhodné doplnény obrazovou
dokumentaci i kdyZ nekteré obrazky jsou nekvalitni (napf. Figure 27) nebo neobsahuji patficny popis
(napf. Figure 25). Neodpustim si poznamenat, Ze aZ teprve po prostudovani kapitol s vysledky zacinaji
davat smysl n€které informace naznacené v Givodu ¢i kapitole materidl a metodika. Diskuze k vysledk je
relevantni i kdyZ jsou do ni, pro mne z nepochopitelného diivodu, vélenény vysledky imunolokalizace
(Davide promin, ale Figure 28 je prezentovana diletantsky — chybi informace zda na obrizku vidime
samicku ¢i samecka, chybi §ipky poukazujici na co se ma Ctenaf zaméfit, chybi méfitka a legenda je
zmatecnd) a vysledky ,,multiple alignmentu® 101 serinovych proteaz S. mansoni (k obéma vysledkim
chybi patfi¢ny popis pouZitych metod). Zavér (10 fadku) je struény a z formalniho hlediska v poradku.

Otazky: ;

e Lze néjakym zpiisobem vysveétlit substituci kys. asparagové za kys. glutamovou v pFipadé SmSP5
(alignment na str. 35)? Jakou funkci mizZe mit tato substituce?

e Mohl by David komentovat jisty rozpor ve vysledcich ,,PCR screen” (str. 36) a ,,quantitative RT-PCR*“
(str. 37). Ktery z vysledkii je relevantnéjsi? Komentdr oponmenta: zajimavé by bylo srovndni urovné
exprese studovanych serinovych proteaz s cysteinovymi napv.katepsin B1/B2.

o U , expresné neaktivnich“ stadii schistosom (cerkdrie a miracidia) Ize pochopit nizké irovné exprese,
ale jak lze vysvétlit nizké urovné exprese sledovanych protedz (Ci jejich domén) v pripadé schistosomul?
Jak byly tyto staré ve chvili izolace RNA?

e Jak je mozné vysvétlit namérené vyssi aktivity rekombinantni SmSP1 v pritomnosti substrdatu Z-FR-AMC
a inhibitoru E64, nezZ jen v pritomnosti samotného substratu (Figure 26)?

o KdyZ byla namérena nizkad uroven exprese SmSP1 u schistosomul proc byla s témito stadii realizovana
RNAi? Nebyli by pro tento experiment vhodnéjsi dospélci?

Prehled literatury: "Seznam 108 publikaci nemé jednotny format (napf. velikost pisma, celé
nazvy/zkratky ¢asopisu).

Oceriuji, Ze prace je psana anglicky, i kdyZ tento fakt je pravdépodobné zdrojem pieklepi,
nepiesnych formulaci a stylistickych chyb. Rozhodné nepochybuji, Ze se David v priibéhu
magisterského studia seznamil s mnoha pokrolilymi molekularnimi, biochemickymi a
imunologickymi metodami, které bude moci vyuzit béhem budouci profesni kariéry. Navzdory
tomuto vyznamnému pozitiva price pisobi v mnoha ohledech jako ,nedodélek®, priemZ se
domnivam, Ze nechybélo mnoho a z prace mohl byt kvalitni a unikatni celek obsahujici originalni
vysledky. I pFes uvedenou kritiku se domnivam, Ze prace spliuje ziakladni podminky kladené na
diplomovou praci, a proto ji doporucuji k obhajobé a hodnotim ji jako velmi dobrou (2).

Praha 20. kvétna 2013 RNDr. Martin Kasny, Plhs.




Posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Davida Opavského: Molecular and
biochemical characterization of serine protease SmSP1 in Schistosoma mansoni.

Skolitel: RNDr. Jan Dvo¥ik, PhD., Ustav Molekularni Genetiky AV CR, Praha
Oponentsky posudek vypracoval: RNDr. Daniel Sojka, PhD., Parazitologicky tstav BC
AVCR, Ceské Budgjovice

Prace Bc. Davida Opavského je tematicky velmi atraktivni kdyz se zabyva charakterizaci
membranové serinové peptidazy SmSP1 krevniCky Schistosoma mansoni. Schistosomoza
pritom patii mezi tzv. ,,neglected diseases®, tzn. nemoci tykajici se pfevazné zemi tietiho
svéta které jsou mimo finan¢ni z4jmy farmaceutického primyslu- trpi ji 240 miliont lidi a 700
milionu Zije v permanentnim ohroZeni. Ackoli proti ni existuji u¢inna léciva (v praci
popisovany Praziquantel), existuje riziko vzniku rezistentnich kmenu a proto nové alternativni
zpusoby 1é¢by nachazeji svoje opodstatnéni. V neposledni fad€ se Schistosoma stala dobrym
molekularné biologickym a biochemickym modelovym organismem, ktery navic dokaze jako
mnoho bunéény parazit dlouhodobé prezit uvniti organismu s tak komplexnim imunitnim
systémem, jakym je vybaveno lidské t€lo. Neni novinkou, Ze pravé proteolytické mechanismy
se vyznamnou mérou zasazuji o tyto vyjime&né schopnosti. Nutno piedevsim vyzdvihnout, Ze
autor si vybral nelehké téma serinovych membranovych proteaz. Mezi pfi¢iny obtizné¢ho
studia urcité patii moznost enzymatické auto-hydrolyzy, trans-membranova doména a z toho
vyplyvajici problémy s rozpustnosti v roztocich, nezndmé principy aktivace, ¢etné cysteinové
mustky, malo imunogeni proteinova struktura pro ziskani protilatek, a v neposledni fadé¢ také
relativné mala celkova zkuSenost z prace s t€mito typy enzymu ve védecké komunite. Jisté
Bc. Opavskému praci neusnadnil ani neplanovany odchod $kolitele na jiné pracovisté (z PaU
BC AVCR, C. Budgjovice na UMG AVCR, Praha) v priibdhu magisterského studia na P¥F
JU. V predlozené praci Be. Opavského je vidét moderni pfistup analyzy pomoci genomovych
dat a bio-informatickych nastroji a zaméteni na dilezity aspekt molekularni aspektt
fyziologie parazitl, v tomto ptipadé serinovych peptidaz Schistosoma mansoni. Ve spojeni s
piipravou rekombinantich proteinti, protilatek a studia tirovné proteinové exprese béhem
Zivotniho cyklu parazita ptinasi zaklad pro odhaleni jejich funkce ve fyziologii tohoto
parazita. Ackoliv se nemohu z pracovnich divodd obhajoby v dany termin 27. kvétna 2013
osobné zucastnit, magisterskou praci Bc. Davida Opavského jsem s ochotou a zajmem piijal
k oponentufe a hodnotim ji naslednym zptGsobem:

i

Formalni stranka: Je urcit¢ dobré a odvazné, Zze autor mél ambici psat magisterskou praci

v angli¢ting, kterd je jazykem dnesni védy a celé globalni spole¢nosti.BohuZel ale na druhou
stranu musim s politovanim konstatovat, Ze tato magisterskd prace je po formalni strdnce
pomeérne zanedbana az ,,0dflakla“. Viudypiitomné chyby v teckéach a odsazeni v nadpisech
kapitol a obrazkt jsou prvotnim znamenim pfi zb&€zném nahlédnuti (napt. “ Figure 1.Map®).
Pfi podrobng&jsim zkouméni mé& dale udivil oddil s literarnimi odkazy, kde uvad&né citace nemaji
sjednocenou velikost pisma (patrné u jmen Caffrey, Carvahlo a dale) a asi bych doporucil pouZit
spiSe ndzev oddilu REFERENCE misto LITERATURE (moZné je asi oboji). Dale mé udivilo
chybéjici uspofadani do tabulek na mistech piimo k tomu vybizejicich, jako je vycet zkratek
pocatku kapitoly Material and Methods, nebo popisy primerovych sekvenci napt. Primers for
gRT-PCR of RNAIi treated NTS (dle vzoru Tabulka 1, ktera je v tomto smyslu spravnou avSak
jedinou vyjimkou). Nejsem si také jisty, zda hypertextové odkazy na internetové stranky

v modrém provedeni jsou standardem v magisterskych pracich a upfednostnil bych tudiz n&jaky
zavedeny systém pro citovani webovych odkazl (kapitola 3.1). Barevné znafené pozadi pisma

v legendach obrazki 15,16 je, byt jen dle mého subjektivniho vjemu, pfipustné do laboratorniho
protokoli nebo do prezentace, ale ne do legendy diplomové prace. Figure 23: FLCP asi autor
mysli FPLC (Fast protein liquid chromatography). Legenda Figure 24: nedostatecny a




neexaktni popis — modra kfivka je UV 260 absorbance, hnéda kiivka je vodivost-conductivity,
ktera ve svém duasledku vyjadfuje pocet ionti-nabojonosi¢h a tim koncentraci soli. ,,Elution
phase® je vyjadfena nazvy jednotlivych odebiranych frakci ve frakcinaénim kolektoru AKTA
FPLC a pozitivni z nich maji snad sva oznaceni A1-H12 v 96 jamkovém formatu — tudiz
legendovy popis jako ,,blue peak on the right side je neexaktni, dobry mozna v prezentaci,
ale nedostatecny v textu...Figure 25, lines 4,8- matouci popiska, nejedna se spise o inkluzni
téliska z E. coli rozpusténa v mocoviné obsahujici rekombinatni protein? Obr. 26, 27, 29
nedostatecna kvalita — ur€ité pii troSe snahy v dnes$ni hypertechnické dobé 1ze docilit lepsiho
rozliSeni. SDS PAGE Gel v obrazku 27 nema ani potadnou distribuci proteinového
molekuldrniho markeru a jako takovy je naprosto nepouzitelny k dokladani éehokoliv co by
snad cht€l autor tvrdit!!! 2.2.3.-prvni véta ma relikt v podobé opomenuté poznidmky v cesting.

Citace : Studier, F. W., Rosenberg, A. H., Dunn, J., & Dubendorff, J. W. (1990). Use of T7
RNA polymerase to direct expression of cloned genes. Methods in enzymology, 185, 60-89.
je Spatn¢, tato prace se netyka autoindukce. Citovana ma byt prace z roku 2005: Studier,

F.W., 2005, Protein production by auto-induction in high density shaking cultures. Profein
Expr Purif 41, 207-234.

Dalsi rozbor formalni strAnky z ¢asovych divodi pieskodim a na zavér bych rad vyzdvihnul
velky handicap - Spatnd anglictina zejména v ¢asti diskuze. Spousta vét bohuzel nedava
smysl(vice v hodnoceni obsahu). Konstatuji, Zze formalni stranka praci zbytecné deklasuje
minimalné o jeden stupen v celkovém hodnoceni a myslim, Ze zde je autor hluboce pod
svymi skute€nymi moZnostmi.

Obsahova stranka:

Po obsahové strance spliiuje predpoklady udéleni Mgr. titulu na PiF JU. Na prvni pohled
je v8ak velmi nevyvazena. Naprosto zasadni obsahova vyhrada se tyka kapitoly Introduction
(1). Zde doslo k patrnému nedorozuméni nebo nepochopeni ucelu této kapitoly. Dle mého
subjektivniho soudu tato kapitola v magisterské praci miize mit formu nejnutnéj$iho
stru¢ného tivodu do fesené problematiky tak aby primérné vzdélany pfirodovédec byl
schopen pochopit zékladni myslenky a cile prace a nebo to mize byt obsahlejsi reserse
(review) pokud né€jakym zpisobem tato kapitola shrnuje nejaktualnéjsi poznatky v oblasti a
davaje do pfedem nevyicenych novych souvislosti. Obavam se, Ze tato kapitola (1) zejména
v bodé 1. 2. jejen pouhym vyctem encyklopedickych znalosti a velmi zatéZuje celkovy
dojem detailnim rozebiranim Zivotniho cyklu a anatomie jednotlivych stadii. Domnivam s,
Ze ty informace jsou pro struény tvod nadbytecné a pro resersi az prilis encyklopedické.
Navic se diky extenzivnimu rozsahu mnozi §ance na formalni nebo vécnou chybu, kterym
se autor bohuZel rozhodné nevyhnul (viz vyse).

Kapitola metod a vysledkii obsahové odpovida magisterskym pracim PfF JU a ukazuje
zajimavé vysledky ohledné exprese jednotlivych domén ve stadiich parazita, RNAI a ziskani
rekombinantniho proteinu z bakterie E. coli. U exprese SmSP1 z kvasinky Pichia pastoris
neni ziejmé, jestli aktivita méfena pomoci fluorescenéniho peptidového substratu nepiislusi
Jiné serinové proteaze (napf. z kvasinek), protoze jako kontrola je pouzit jen inhibitor
cysteinovych (papain) protedz E-64; navic SDS PAGE gel z purifikace kvasinkového média
(27) by snad ani nemél byt prezentovan (viz vySe- formalni nedostatky). Diskuze je sice
vedena pomérné dobfe a v kontextu dosavadnich poznatki, ale opét je zbyteéné rozsahla a
disponuje az piiliSnym mnoZstvim chyb. I s ,,ptilehcujici okolnosti* toho, Ze je prace
v anglicting, spousta vét bohuzel nedava smysl. Priklady: ,,Explanation of different transcript
structure of SmSP1 in egg and other stages can be explained...” ,,The reason, why egg lowering
concentration of LDL, could be to accelerate the creation of inflammation* ,because RNAI is




perfectly optimized their use and also because of their ease availability“ apod. sveéd¢i o
nedostate¢né kontrole a zpétné vazbé mezi Skolitelem a autorem.

Hodnoceni: Prace Be. Davida Opavského je zajimava, pfinasi vysledky ale disponuje
piiliSnymi formalnimi a obsahovymi nedostatky. S poucenim ,,méné znamenda nékdy vice*
navrhuji hodnotit préci jako chvalitebnou, vzhledem k obtiZznosti tématu a nasazeni
v laboratofi, jehoz jsem byl ptimym svédkem, ovSem pouze v piipadé pokud autor
presvedCi o schopnosti prezentovat uvedené vysledky tstni formou a zodpovi nésledujici
otazky. Véfim, Ze 1 pres nedostatky v samotném vypracovani magisterské prace, dosaZzené
vysledky budou autora motivovat ve snaze pokracovat do doktorského stupné studia a po
doplnéni budou slouzit jako zéklad Védecké publikace v impaktovaném Casopise.

Moje otazky k praci jsou nasledujlm
1. 3.2.1.- differential expression of SmSP1 ‘gene. Do Jake miry je obskurni, aby z jednoho
gDNA lokusu vznikaly v riiznych vyvojovych stadiich rizng& dlouhé transkripty? Existuje
néjakd vérohodnd publikace ktera popisuje néco obdobného? Byly ziskané PCR
produkty ovéfeny DNA sekvenovanim (PCR amplikon, nebo plazmidové klony) pro
ovéeieni tohoto tvrzeni?

2. 3.3.2.-autor uvadi, cituji: ,,The lack of active protein enables to confirm expression by
Maldi TOF*“. To je v podstatg. nesmyslna véta volné prelozﬁelna jako ,,Nemame dost’
aktivniho proteinu abychom mohli ud&lat mas-spec analyzu®. Jaky je rozdil (u
enzymil) mezi jejich proteinovou hmotnosti (masou) a aktivitou? Dovedl by autor
rozvést metodu jakou se stanovuje pomoci Maldi-TOF analyzy (mass-spec) identita
proteinovych vzorki z gelu. Musi mnozstvi (proenzymuy) s aktivitou u proteaz vibec
souviset ? :

3. Co je to proteom a transkriptom, respektivé proteomika a transkriptomika, a pro¢ je
prace nevhodn€ rozdélend do transkriptomové a proteomové ¢asti? (Dle mého soudu
se v pfedloZené préci o zadnou proteomlku a transkriptomiku v obecn¢ chdpaném
smyslu totiZ nejedna.) ;

4. Cojeto SmPEP a proc neni radne uvedena v prac1 v uvodu misto napf. anatomie
miracidii( s pfpadnou citaci na orig. praci), ptidemz figuruje ve spousté experimenti?




