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Oponentsky posudek na diplomovou praci

Autorka: Bc. Martina Vanickova
Nazev prace: Detekce a kvantifikace inhibitorl proteaz v klistéti
Ixodes ricinus pomoci monoklonalnich protilatek

Diplomova prace Bc. Martiny Vanickové ,Detekce a kvantifikace inhibitort proteaz v klistéti Ixodes
ricinus pomoci monoklonalnich protilatek” si klade za cile vyrobit monoklonaini protilatky proti
tfem rekombinantnim proteinim G16, IRS-2 a S8K, dale ovérit pfitomnost zminénych proteini ve
tkanich klistéte Ixodes ricinus pomoci metod ELISA a Western blot.

Préace je sepsana na 78 stranach a je prehledné ¢lenéna na jednotlivé kapitoly: Uvod (18 stran), Cile
prace, Material a metody (14 stran), Vysledky (21 stran), Diskuze (3 strany), Zavér, Seznam
pouzitych zkratek, Seznam pouzité literatury (19 stran).

Uvod predstavuije literarni resersi ¢lenénou na podkapitoly, kde autorka seznamuje ¢tenare

s interakci klisté - hostitel s dirazem na imunitni odpovéd, kliStéci proteazy a uplatnéni
monoklonalnich protilatek ve vyzkumu a mediciné. V nasledujicich kapitolach se autorka vénuje
vlastni experimentalni praci. Kapitola Materidl a metody je tvorena bohatou Skalou metod.
Vysledky, jsou bohuzel doprovazeny fadou nejasnosti. Za Vysledky ndsleduje kapitola Diskuze a
Zavér, kterym autorka ujistuje, Ze splnila cile prace. Kapitola Seznam pouzitych zkratek je netplna
a obsahuje chyby. Seznam pouzité literatury obsahuje pfes uctyhodnych 220 publikaci, nicméné
znacna ¢ast literatury neni v textu vibec citovana. Celkovy dojem z diplomové prace je, zZe tato
prace byla psana ve velkém spéchu.

Pripominky:

V pripadé prezentace obrazk( obsahujicich text by bylo vhodné tento text prelozit. (Obrazek 1)
Druhy cil je totozny se tretim (zfejmé doslo k zaméné metody, str. 19).

Pocatelni strany kapitoly Material a metody tvofi vycet tabulek prezentujicich chemikalie, které
byly v praci pouzity. Tabulky jsou prehledné, aviak nejsou Uplné napf. u nékterych latek chybi

vyrobce, nebo sloZzeni (Tabulka VI: Freundovo adjuvans; Tabulka IX: Fosfocitratovy pufr; Tabulka X:
Marker — jaky, velikost)

Metody jsou detailné popsané, nicméné ne vidy je nutné a Zadouci zachazet do pfriliSnych detaild,
jako v kapitole ,Izolace mysi sleziny a odbér krve”. Soucasné bych doporucil vice pouZivat
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odbornych termind. Napfiklad formulaci v této kapitole 3.2.2.: ,Uspanou mys jsem vyjmula
z nadoby a prispendlila na pitvaci desku.” povazuji za nestastnou.

Podobné je zbyte¢né obsahlé a detailné rozepsané napfiklad pocitani bunék v kapitole 3.2.4.
(napf. popis Biirkerovy komarky). Metody by mély byt podrobné popsany, tak aby byly
zopakovatelné, mnohdy postaci stru¢na formulace, pokud se jedna o bézné rutinni metody, jindy
postaci citace zdroje, ze kterého byla metoda prevzata. Zjednodusené lze Fici, Ze do finalni prace se
metody popisuji 0 néco méné detailné nez je ma peclivy student zapsany ve svém laboratornim
deniku. Zkratky roztok( uvedené v tabulce material je tfeba uvadét v textu ve stejné podobé napf.
PBS s pfidavkem Tween je v tabulce (str. 21) uvedeno jako T-PBS a po druhé PBS-T (str. 26).
Podobné T-TBS je vhodné psat v jeho zkracené podobé (str. 32 vs. tabulka X).

Vysledkim by prospélo opakovani a vyssi preciznost provedeni, aby bylo opravdu mozné
pristoupit k néjakému zavéru o pfitomnosti daného proteinu v organech nebo slinach klistat.

Ve vysledcich v kapitole 4.4. je ¢asto odkazovano na spodni mez detekce, ta oviem v grafech neni
vyznacena a nejsou zde uvedeny ani hodnoty pro kontrolni vzorek.

Na obrazcich membran z metody Western blot mi chybi samostatny sloupec s rekombinantnim
proteinem. PfidruZeny, vystfizeny velikostni standard (,marker”) nekopiruje polohu viditelného
prouzku pavodniho velikostniho standardu.

Interpretace vysledk( v zavéru a diskuzi je neadekvatné sebevédoma s ohledem na nejasnosti a
nesrovnalosti ve vysledcich. Napfiklad pfi porovnani obrazk( 21 a 22, kdy by se mélo jednat o
duplikaci stejného pokusu, je protein detekovan v naprosto odliSnych organech, tam kde

v ptvodnim pokusu byl, v opakovani chybi.

V pfipadé seznamu pouzité literatury neni dodrzen jednotny format, ve vysokém poctu se vyskytuji
publikace, které nejsou v praci citovany. Dale jsou zde zbytecné a chybné doplnény informace o
dostupnosti literatury.

V textu se vyskytuji vyrazy, které do zavérecné prace nepatfi napf. pytlicek (str.32); nakoutovat
(str.29); membranka (str.31, 32) atd.

Latinska spojeni nejsou vidy psana kurzivou napf. (str. 18) ,in vitro“, na mnoha mistech textu se
vyskytuji preklepy: University of Sounth Bohemia; (str. 18) ,sloucasti“; (str. 15): ,toletovana
lIécba“; (str. 14) ,,zazneménan®; (str. 13) ,Kvllu“; (str. 22) , diethyether” atd.

Autorce bych doporucil vice dbat doporuceni Katedry medicinské biologie pro psani diplomovych
praci!
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Otazky:

1) Jaky je rozdil mezi kompletnim a nekompletnim Freundovo adjuvans a proc jste jej mySim
aplikovala v uvedeném poradi a ne v opacném?

2) Proc jste do media v pfipadé bunécné fuze pridavala HAT (hypoxanthin-aminopterin-thymidin)?

3) Str. 24 ,Ze zkumavky jsem odstranila veskery supernatant a usazeny pelet jsem
rozsuspendovala v 900 pul RPMI média. Tento objem RPMI média s bufikami jsem
prepipetovala do predem popsané kryozkumavky a pfidala 100 ul 10% DMSO.“

Jaka byla tedy vysledna koncentrace DMSO, skutecné byla 1% a je tato koncentrace dostatecna?

4) Kapitola 3.2.12.: Jakym zpGsobem jste ,,nakoutovala” suspenzi klistécich organ do mikrotitracni
desticky?

5) Str. 31 MUzete, prosim, blize vysvétlit predpoklad lepsiho navazani protilatek v pripadé, kdy jste
pridavala rekombinantni protein k proteinu ziskanému z klistat?

6) Str. 32 Proc byly primarni protilatky rozmichany v ,,10xTBS s 1% Tweenem*“?

7) Je mozné porovnat tabulky ze str. 40 a 31 a vysvétlit nesrovnalosti ve vypoctech koncentraci
proteinu?

8) Str. 33 Skutecné program Image J generuje zastoupeni proteint na zakladé Sife prouzku
vizualizovanych na membrané?

| pres zjevné nedostatky diplomovou praci Bc. Martiny Vanickové doporucuji k obhajobé.

V Ceskych Budéjovicich 17.5.2017 RNDr. Martin , Ph.D.
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Autor: Bc. Martina Vanickova

Nazev: Detekce a kvantifikace inhibitoru proteaz v klistéti Ixodes ricinus pomoci
monoklonalnich protilatek

§kolitel: RNDr. Jindfich Chmelaf, Ph.D.

Skolitel specialista: Mgr. Jan Kotal

Piedlozena bakalaiska prace se zabyva pfipravou monoklonalnich protilatek specifickych
pro klistéci cystatin G16 a serpiny IRS-2 a S8K a jejich vyuzitim v detekci téchto inhibitora
v klistécich organech a slinach pomoci metod Elisa a western blot. Autorce se podatilo
ptipravit nékolik hybridomovych klont produkujicich specifické protilatky, provést ¢astecnou
kvantifikaci pomoci titrace 1 vyuzit nékteré klony pro samotnou detekci zminovanych
inhibitord v jednotlivych organech.

Prace je sepsana na 78 stranach s klasickym ¢lenénim. V ivodni ¢asti, v rozsahu 18 stran
autorka rozpracovala literarni resersi obsahujici popis klistéte, vztah klisté-hostitel, obranné
mechanizmy hostitele a zptisoby, jakymi klisté pfekonava tuto hostitelskou obranu za ucelem
jeho pIného nasani. Uloze klistécich cystatind a serpinii ve vy$e zminéném vztahu je
vénovana jedna cela kapitola. Nakonec nasleduje kapitola v rozsahu 6 stran o monoklonalnich
protilatkach, o zpusobu jejich pfipravy, a jejich pouziti v medicing€, diagnostice a vyzkumu.
Obsahové je tato ¢ast vhodné zvolena, dostate¢né a vystizné zpracovana, proporéné piiméiena
k ostatnim ¢astem prace. Po formalni strance se daji vytknout ¢etnéjsi pieklepy a nedisledny
preklad z angli¢tiny, ktery v nékolika pfipadech vede k faktickym chybam. Po stylistické
strance je tato ¢ast prace na dobré trovni.

Konkrétni pfipominky:

Vy¢et cytokini na str. 5 — jedna se o prozanétlivé cytokiny ne protizanétlive;
chybna citace na str. 15 (Péalenikova 2015);

serpin IRIS nepotlaci Th2 odpovéd ale naopak ji indukuje (str.13),
hypersenzitivita misto hypersenzibilita, rickettsie misto risketsie....

Cile jsou jasné definované a az na malé vyhrady byly splnény.

Kapitola Material a metody je obsaZena na 14 stranach, informace o pouZitych
materialech jsou shrnuty v tabulkéach a rozdéleny dle metod, ve kterych se pouzivaly, pak
nasleduje detailni popis pouZitych metod. Tato kapitola obsahuje nékolik standardnich chyb,
jako je napf. chybna koncentrace antibiotik (str. 20, tab. IV). Objevuji se tady castéji chyby ve
sloZeni roztok a jejich pouziti, i chybné vypocty koncentraci.

Piipominky:

Piedpokladam, Ze informace o tom, Ze se membrana promyvala v 10 x koncentrovaném
roztoku PBS (tab. IX) je nespravna; PTS, které se pfidava do roztoku PBS neni Tris-buffered
saline jak se uvadi ale prekolostralné teleci serum. SloZeni roztoku PBS uvedené v tabulce IX
odpovida 10 x koncentrovanému PBS, ne 1 x PBS. Nespravné je slozeni polyakrylamidového
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gelu -jedna se o smés akrylamidu a bis-akrylamidu. Tabulka XV obsahuje nespravné vypocty
koncentrace proteinti a nespravné vyjadieni, misto koncentrace ma byt napsano mnozstvi.

Do kultiva¢niho média se pridava glutamin ne glutathion.

Str. 32 Pokud byla membrana pied pouzitim aktivovana v metanolu, $lo nejspis o nylonovou a
ne nitrocelul6zovou membranu jak je uvedeno. Dale se piSe, Ze primarné protilatky byly
rozmichany v 10 x PBS. Piedpokladam, ze byl pouzit 1 x PBS a rovnéZ promyvani bylo
délano v roztoku 1 x TBS a ne v 10 x TBS. Pak se objevuje nesrovnalost mezi udaji v tabulce
X a popisem metody na str. 33. Strana 33 rovnéz obsahuje nespravnou formulaci o
kvantifikaci proteinu; program Image J nedokaze vygenerovat zastoupeni daného proteinu

v jednotlivych organech (pouze kvantifikovat).

Otazka? Co je glutamin a co glutathion?

Kapitola Vysledky je logicky ¢lenéna podle cilt, ale doporucovala bych vybrat radéji
reprezentacni obrazky nebo grafy a snizit pocet podkapitol (je jich 19). V predlozené formé je
tato kapitola zbyte¢né roztahana (na 20 stranach) a tim ztraci na piehlednosti. Popisy obrazku
3 a 10-17 jsou dost matouci. V dusledku strategie copy-paste je chyba v popisech
mnohocetna. Mnohdy konstatovani /interpretace vysledku nezodpovida tomu, co 1ze opravdu
z grafu nebo blotu vy¢ist. Doporucuji opatrnéji formulovat zavéry z experimentu.

Konkrétni pfipominky:

Str 40 tab XVI-chybny vypocet koncentrace, z ¢eho vyplyva i chybné konstatovani

v nasledujicim paragrafu. Opakované chybné uvadite obsah proteinu, ktery byl analyzovan.
Bud se uvadi objem vzorku spolu s koncentraci vyjadienou v mg/ml, nebo mnozstvi totalniho
proteinu (str. 43). Nespravni terminologie, ¢i nejasna formulace ma za nasledek zménu
vyznamu véty a objevuje se v praci casto.

Otazka:

Podle vysledku prezentovaném v obrazku 19 je patrné, ze IRS-2 byl detekovan ve slinach
slinnych zlazach ale ne ve stévé a vajecnicich (str. 19) a sama to spravné komentujete. Na
strane 54 pak tvrdite, Ze IRS-2 byl detekovan ve vsech testovanych tkanich a vychazite

z idaji prezentovanych na obr. 23 (kvantitativni analyza western blotu). Miizete to vysvétlit?
Co znamena vygenerovany pomér Image J (str. 52 tabulka XVII) a jak jste dostala
normalizovanou hodnotu ve vedlej$im sloupku?

Cast diskuse je obsazena na 3 stranach. Vysledky jsou analyzovany v kontextu
s dostupnymi poznatky z literatury a také jsou analyzovany diivody poklesu titru n€kterych
vyprodukovanych protilatek. Rozsahové je pfiméfena. Objevuje se tady opét nékolik
faktickych chyb. Na strane 56 ma byt imunogenni ne imunogenicitni. Na téZ stran€ je tvrzeno,
7e IRS-2 byl detekovan i ve stievech a vaje¢nicich s odkazem na praci Palenikova 2015. Jsem
si jista, ze v dané studii nic podobného testovano nebylo. Taky je uvedeno na strane 57,zeu
serpinu IRS-2 byla prokazéna schopnost produkovat IL-6 dendritickymi bunkami-nespravné.

s

Termin duplikace neni vhodné pouzit, vhodngjsi je v daném kontextu slovo opakovani (obr.
22).

V zavérech jsou shrnuty vysledky prace se sebevédomym konstatovanim, Ze vSechny
cile byly splnény. Vzhledem k rozporuplné interpretaci pfinejmensim vysledku
prezentovaném na obrazku 23 bych zvolila opatrné&jsi formulaci napf., Ze vysledky predbéZné
nazna¢uji, Ze serpiny jsou pfitomné v téch ¢i jinych tkanich.
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Seznam literatury ¢ita kolem 230 citaci. Toto zavratné ¢islo nabizi otazku, jestli autorka
opravdu piecetla alespon abstrakt.

Seznam pouzitych zkratek je netiplny a obsahuje chyby. Pouziva se termin kmen
inbrednich mysi misto typ, HAT neznamena histamin a thymidine, NBC-je neutralizace?,
spravne jsou salivary gland ne saliva gland.

Piipominky a otazky:

1. Obr. 19 a 21 byli opravdu pfidany rekombinantni proteiny IRS-2 a S8K k jednotlivym
organtim z klist’at pro stanoveni mnozstvi serpinii pomoci metody Elisa? Pro¢ byste to
tak délala?

2. Jaky je rozdil mezi humanizovanou a chimérickou protilatkou?

3. Jak byste mobhla zjistit, jestli jsou vami pfipravené protilatky neutralizacni? Pokuste se
navrhnout teoreticky experiment.

4. Pro¢ se pouziva v prvni davce imunizace kompletni Freundovo adjuvans a v dalSich
davkach nekompletni? Jaky je mezi nimi rozdil?

5. Vysvétlete co je HAT a pro¢ se poziva pii fuzi?

PiedloZena bakalaiska prace obsahuje nékolik chyb pramenicich z nedislednosti €i
nedostatku ¢asu na revizi finalni formy, a ty bohuzel vyrazné snizuji kvalitu této
experimentalni prace. Na druhou stranu pfipravené protilatky ur¢it¢ mohou byt dale
vyuzivany v laboratofi, a tudiz neni pochyb, Ze autor¢ina prace je ptinosna pro feseni
projektu. Praci doporucuji k obhajobé a znamku navrhnu po prezentaci.

V Ceskych Budgjovicich, dne 12. 5. 2017. Mgr. Jaroslava Lieskovska, Ph.D.
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