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OPONENTSKY POSUDEK MAGISTERSKE PRACE
Autor prace: Bc. Lenka Rouhova

Nazev prace: Pfiprava rekombinantnich proteinil DS47 a IDGF3 v bakulovirovém
expresnim systému a jejich funkéni testy na burikach Drosophila melanogaster in vitro?

Jméno oponenta: RNDr. Zdenék Paris, Ph.D.

Cilem predkladané prace Lenky Rouhové bylo pfipravit dva rekombinantni proteiny DS47
a IDGF3 v bakulovirovém expresnim systému a otestovat vypurifikované proteiny pfi
zachrané apoptézy v tkanovych kulturach D. melanogaster.

K praci mam nékolik dotazl a pfipominek, které vychazi zejména z toho, ze fada véci neni
v praci dostateéné vysvétlena. Nicméné na fadu otazek jsem nasel odpovéd diky

citaci recentni publikace Broz et al. 2017, ktera se zabyva podobnym tématem a na které
figuruje autorka této prace jako jeden ze spoluautord.

Otazky a pripominky:

1.V Uvodu, ktery je dle mého pomérné struény (pouze 5 stran), nas autorka
seznamuje s jednotlivymi proteiny z IDGF rodiny a jejich roli ve fyziologii D.
melanogaster. Dale zdUvodnuje vyhody a nevyhody bakulovirového expresniho
systému pro overexpresi dvou vyse uvedenych proteinli. Dle mého nazoru
vyznam prace neni v Uvodu dostate¢né zdlivodnén a mél by byt zasazen do
Sir§iho kontextu. Chapu, Ze pifesna funkce studovanych proteinl nebyla doposud
objasnéna, ale v ivodu by mélo byt jasné popsano co a pro€ bude s témito
rekombinantnimi proteiny testovano. Véta: ,Vytvoreni rekombinantnich proteint
z této rodiny muze byt v tomto sméru velkym pfinosem, protoze poskytuji mnoho
moznosti ve studiu jejich funkce.” je pfili§ obecna.

2. Na str. 29 uvadite, Ze rozdil v podilu Zzivych bunék v zavislosti na typu pouZzitého
media (kompletni/minimalni) je disledkem absence FBS v minimalnim mediu,
ktery vede ke stresové reakci bunék, zastaveni jejich proliferace a indukci
apoptézy. Jak mulzZete rozli$it apoptézu od doasné sniZzené respirace z diivodu
nedostupnosti zivin v minimalnim mediu? Je tento proces reverzibilni? Jaké dalSi
apoptotické markery planujete pouzit k ovéfeni apoptdzy v minimalnim mediu?

3. Pro€ minimalni medium neobsahuje KHCO3 a naopak jsou zde pfitomny
aminokyseliny arginin a lysin?

4. Je znamo, zda stres bunék v minimalnim mediu maze byt redukovan napf.
pfidanim BSA do media?

5. Existuje néjaka hypotéza, jak dochazi k zachrané apoptézy témito proteiny?

6. Z jakého dlvodu byla testovana cytotoxicita adenosinu. V ¢em spociva jeho
cytotoxicita a jaka je jeho mozZna souvislost s funkci proteinti DS47 a IDGF3?

7. Jsou tyto proteiny importovany do bunék nebo je jejich funkce pfi zachrané
apoptézy zprostiedkovana receptory na povrchu bunék?
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Je mozné, ze IDGF3 nebo DS47 blokuji import adenosinu do bunék, a tim
dochazi k zastaveni apoptézy?

Jaky smysl bude mit planované uréeni specificity vazebného mista pro
sacharidy?

Drobné nedostatky: v anglické anotaci: in vitro-chybi kurziva, str. 1: presto vSak
si proteiny-chyba ve slovosledu, str. 2: budou velmi univerzalné aplikovatelné-
zbyteéné slovo, str. 3: Koncentrace proteinu DS47 v hemolymfé se naopak
zvySuje zatimco indukovanou expresi proteinu PEBP1 — zbyte€né slovo, str.3: o
kterém bylo zjiténi — chyba ve sklofiovani, str. 5: Bakulovirovy expresni

systém se zda byt —chybi slovo, str. 12: do néj byla dodana koncentrace
imidazolu-véta nedava smysl, str. 12: byla uzita dializaéni membrana- lepsi vyraz
pouzita, str.18-19: v navodu na roztoky neni nutné sklorfiovat jednotlivé slozky
pufrl (napf. ,Trisu), str. 26: koncentrace proteint nejsilnéj$i — nevhodné

slovo, str. 36: barven protilatkou - lepsi vyraz detekovan.

Zavérem konstatuji, Ze cile prace byly naplnény a proto doporuéuji praci Bc. Lenky
Rouhové k obhajobé&. Hodnoceni se bude odvijet podle kvality prezentace, odpovédi na
otazky a na zakladé diskuze se ¢leny komise béhem obhajoby.

V Ceskych Budg&jovicich dne 19.5.2017 M? :

RNDr. Zdenék Paris, PhD.




Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci:

Priprava rekombinantnich proteint DS47 a IDGF3 v bakulovirovém expresnim
systému a jejich funkcni testy na burikach Drosophila melanogaster in vitro.

Bc. Lenka Rouhova

V predlozené praci popisuje autorka postup praci, které vedly k ptipravé dvou rekombinantnich protein,
DS47 a IDGF3, v bakulovirovém expresnim systému a déle uvadi vysledky testd na vliv nové pripravenych
protein( na prezivani bunék kultury Cl.8+ na minimalnim médiu, popfipadé bunék vystavenych zvySenym
koncentracim adenosinu.

Tato prace je jednoznacné metodicky zamérena. Cely postup vedouci k pfipravé rekombinantnich
proteini sestdva z mnoha krokd, které autorka evidentné zvladla. Dikazem jsou pfipravené proteiny,
které prosly i zakladnimi ovéfenimi jejich identity (Western blot) a funkce (cytoprotektivni funkce).
Patrné pravé vlivem jasného zaméreni na zvladnuti metodickych postupd, je predlozend prace mirné
slabsi po strance biologické, konceptualni a rovnéz co se tyce organizace textu.

Obecny uvod (kap. 1.1.) je dobfe zpracovan. Zabyva se evoluci rodiny IDGF protein(, lidskymi homology
hmyzich IDGF protein( a jejich vyznamem v mediciné. Druha ¢ast ivodu (kap. 1.2.) je vénovédna popisu
rodiny IDGF proteinG u octomilky a zde se jiz projevuje celkové mensi pozornost autorky vénovana
koncepcnim otdzkdam a biologickému pozadi. Funkce IDGF protein v hmyzim organismu jsou pouze
hrubé 'nahozeny'. Text se prevazné zabyva funkcemi v imunitni obrané, funkce spojené s regulaci ristu,
vyvoje a reprodukce jsou jen zminény bez jakychkoli podrobnosti. Navic, funkce proteinu DS47 jsou zcela
nejasné uvedeny diky patrné zkomolenému souvéti na strané 3, odstavec 3 ("Koncentrace proteinu DS47
... (Reumer et al., 2009)". Treti ¢ast uvodu (kap. 1.3.) se tyka expresniho systému. Dostate¢né podrobné
je zde zdlvodnén vybér bakulovirového systému a jsou probrany jeho vyhody a nevyhody ve srovnani s
jinymi systémy.

V Uvodu zcela chybi pasaz, ktera by osvétlila biologické pozadi celé prace. Jaka je 3irsi koncepce
této prace? Proc je viibec dobré pokusit se o pfipravu rekombinantnich IDGF proteind? Pro¢ byly vybrany
pravé proteiny DS47 a IDGF3? Jaky je plan pro vyuziti rekombinantnich protein(. Leccos na toto téma se
dozvida ¢tenar porGznu dale v textu, ale mélo to byt jasné zformulovano jiz praveé zde, na konci ivodu.

Po tvodu by méla logicky nasledovat kapitolka: Cile prace. Ta je vSak zafazena az jako treti, az za
Metodikami, na strané 20. Cile prace jsou zde zformulovany opét velmi lakonicky. Spise jde o popis
pracovniho postupu (tedy "jak"), aniz je koncepcné ujasnéno: "co" a "proc".

Kapitola Materidl a Metodiky je pomérné rozsahla a velmi podrobnd. Metodicka ¢ést je dobie
zpracovana. Doklada, ze autorka metodikdm dobfe porozuméla. Mam jen nékolik malo dotazh:

1. Neni Uplné zifejmé, zda pro expresi byly pouzity sekvence kddujici celé proteiny DS47 a IDGF3,
nebo pouze jejich ¢asti. Pokud ¢asti, tak jaké a proc?

2. Nenijasné, kde se vzaly protilatky proti DS47 a IDGF3. Na strané 15 se pouze dozvidame, ze "byly
kralici" ...




3. Obecny dotaz: jakou ¢ast metodiky provedla autorka sama?

Kapitola Vysledky vice-méné sleduje postup praci uvedeny v Metodikach, nékde se texty mozna az
nadbytecné opakuji. Navic jsou ovsem jednotlivé kroky metodického postupu dokumentovany obrdzky.

Opét se zde projevuje nedostaténd pozornost vénovana organizaci textu. Napfiklad: teprve v této
kapitole, na strané 29, se dozvidame, a to na prvnich ¢tyfech lakonickych radcich a bez souvislosti, jak
byly provedeny funkéni testy. CtenaF se mize pouze domyslet, pro¢ byly funkéni testy provedeny pravé
takto, co bylo o¢ekavano, pro¢ byl do média pfidavan adenosin, a pod.

Diskuse je pomérné stru¢nd, zamérena opét prevazné na metodiku. Autorka uvadi i ndméty pro dalsi
zdokonaleni metodiky (napf. optimalizaci mnoZstvi virového stocku P2, doby infekce, zamezeni
pozorovaného proteolytického stépeni produktu DS47 apod). Autorka zde podava i peclivy rozbor
drobné fluktuace ve vysledcich: pfechodného sniZzeni Gc¢inku rekombinantniho proteinu DS47 pfi
koncentraci 20ug/mL. Tento rozbor svéd¢i o zodpovédném a kompetentnim pfistupu k viastnim
vysledkam.

Dale jsou diskutovany vysledky funkéniho testu rekombinantnich proteind. A teprve zde, jaksi
mimochodem, se dozviddme, Ze v celé préci Slo pfedevsim asi (?) o posouzeni moznych cytoprotektivnich
G&ink rekombinantnich protein DS47 a IDGF3. Cili, ¢tenim odzadu-dopfedu, nebo detektivnim
patranim, si mGze velmi bedlivy ¢tenar nakonec domyslet néco vice o koncepci celé prace ...

Mém dva dotazy k funkénimu testovani:

4. Mozna bylo vhodné pouzit pro posouzeni specificnosti cytoprotektivni funkce rekombinantnich
proteint také pridavek néjakého jiného, kontrolniho, proteinu do média? Pridavek jakéhokoli
proteinu totiz maze (v zavislosti na koncentraci) ovlivnit vlastnosti roztoku (iontové a osmotické
poméry, vazba vody, interakce s adenosinem ...).

5. Existuje néjaka moznost provést jiny funkéni test. Test zaméreny na jiné funkce rekombinantnich
protein(, napriklad na funkce spojené s regulaci vyvoje, riistu anebo s imunitou?

Zéavérem praci hodnotim jako velmi zdafilou po metodické strance, ale jako méné zdafilou po strance
koncepéni. Prace jisté spliiuje pozadavky kladené Prirodovédeckou fakultou JEU v C.B. a doporutuji ji k
obhajobé.

V Ceskych Budéjovicich
dne 11. 5. 2017

Vladimir Kostal




