Posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Evy Slepickové: Anti-chemokinové
viastnosti extraktu ze slinnvch zlaz Ixodes ricinus

Vedouci prace: doc. RNDr. Jan Kopecky, CSc.
Skolitel specialista: RNDr. Jifi Salat, PhD.

Oponentsky posudek vypracoval: RNDr. Daniel Sojka, PhD., Parazitologicky ustav BC
AVCR, Ceské Budégjovice

Prace Bc. Evy Slepi¢kové tematicky nesmirn¢ atraktivni a navazuje na praci v laboratofi
Skolitele doc. Jana Kopeckého, kde dlouhodobé studuji schopnosti slin klistat modulovat
hostitelskou imunitni odpovéd’ a usnadnit pfenos patogenu. V poslednich letech v laboratofi
doc. Kopeckého doslo k progresi od studia celkového extraktu slinnych zlaz (tzv. SGE) k
determinaci jednotlivych molekul a studia jejich funkce. V praci Bc. Slepickové je vidét
moderni pfistup pouzitim tzv. EST sekvenci, genomovych dat a bioinformatickych nastrojt
k determinaci molekularniho aspektu urcitého znamého jevu, v tomto piipadé chemotaxe
neutrofili. Ve spojeni s pfipravou rekombinantich proteint atd. pfinasi rozsahlé a hlavné
detailni moznosti studia takového jevu. Magisterskou praci Bc. Evy Slepickové jsem proto
s ochotou a zajmem pfijal k oponentuie a hodnotim ji naslednym zpisobem:

Formalni stranka: Celkové je prace na prvni pohled pomémé peclivé zpracovana a k formé
bych mél jen nasledujici pfipominky a komentare.

Titulni strana: Ve standardni forme pro prace PiF JU; byva skoro pravidlem, ze pro pfilis
dirazu na detaily v kapitolach studenti chybuji v titulni strané- nazvu prace nebo jménech
Skolitelti. Ani tato prace neni bez vyjimky: pismeno h ve slové slinnych by mélo byt
spravné ch.

I'Ivod, metody, vysledky, diskuze, souhrn:
- kapitola 3.5.1.1. str. ma jako jedna ze dvou spolu s kapitolou 3.5.1. te¢ku za posledni
Cislici - subjektivné by toto bylo ziejmé dobré pro vsechny dalsi Cislované kapitoly,
z obecného hlediska by to mélo byt jednotné
- tabulky v podkapitole 3.9. — pouzité chemikalie — bylo by dobré je umistit na zacatek
nebo konec celé kapitoly metody a vysledky jako samostatnou tabulku, zvysi se tak
piehlednost. Zaroven se dle mého nazoru da vice sjednotit anglické, Ceské a latinské
nazvoslovi (acrylamid, tetramethylenediamin, bromfenolova modr...)
- Obrazek 2.: nedostatecné rozliSeni (tip: pii kopirovani z pdf. souboru je dobré pouzit
maximalni zvétseni dokumentu z kterého se kopiruje, dosahne se tak vétsiho rozliseni).
- jména restrikénich enzymu nejsou kurzivou (odvozena od rodovych a druhovych jmen
bakterii- pi. Xhol v kapitole 3.5.1. - Xanthomonas campestris restriction endonuclease 1)
- v kapitole 4.3. by bylo vhodné pfidat znovu citaci a druh klistéte u zminky o Evasinu 1.-
Frauenshuch a kol. 2007.
Seznam pouzité literatury:
Sefazené abecedné, peclivé formatované. Drobné pripominky: on-line publikace, konkrétné
u mésiéni online review Svycarského bioinformatického institutu citace: Gerritsen 2008, by
bylo dobré uvést i webovou adresu odkazu:
(http://expasy.org/spotlight/back issues/sptlt099.shtml)
Zda je po formalni strance dobré uvadét literarni odkazy na ceské zdroje v Cestiné a zaroven
zahrani€ni v anglicting si nejsem zcela jisty a nepovazuji to za chybu.




Obsahova stranka:
Po obsahové strance je prace pomérné rozsahla a spliuje predpoklady udéleni Mgr. titulu
na PfF JU. Na prvni pohled je vSak trochu nevyvazena.

Dobie rozvrzeny, kvalitné zpracovany, byt ponékud obsazny uvod nasleduje nebyvale
rozsahla kapitola 3. Material a metody (str. 15 — 31 z celkovych 48 stran!). Z mého pohledu
by bylo mozné ji vyrazné zkratit — opét priklad kapitola 3.5.1. — sta¢i jednovété
konstatovani o pouzitém expresnim vektoru a klonovacich mistech. V druhé vété popsat
pouzité PCR primery a uvést jejich sekvenci v textu. Nasledné detailni rozpisy restrik¢nich,
liga¢nich, PCR reakci, opakujici se detailni popisy tzv. , heatshock“ transformace u kment
E. coli TOP 10 a BL21 - to vSe jsou standardni protokoly, které stoji v navodech pouziti
komerénich enzymi a bunék a zbyte¢né odvadi pozornost od metod vedoucich k cilim
prace. Obr. ¢islo 3 — ten patii do protokolu, ne do diplomové prace, zejména pokud autorka
ovefila vybrany klon DNA sekvenovanim. Obrazek ¢. 4 — pilotni exprese sledovana
immunoblottingem, ¢. 5 a €. 6 patii do kapitoly vysledky, u obrazku ¢. 6 navic misto
Htestovani na pfitomnost proteinu“ je lepsi jej popsat jako SDS gel barveny v coomassie
blue. Jamky 2-7 : fplc frakce obsahujici rekombinatni anti- MIP 2 nebo podobné. Nazev
kapitoly 3.5.2.5.- cenim si snahu vyhnout se anglicizmim, ale refolding proteint je opravdu
vice smysluplny pro vétSinu odborné vefejnosti, nez zpétné slozeni proteind.

Kapitola vysledky je naopak - a v tom vidim zminovanou nevyvazenost - dosti stroha.
Zahrnuje necelych 5 stran obsahujici navic 6 obrazki. Tuto nevyvazenost zpusobuje prave i
uvedeni obrazku a postupu patficich do vysledku v kapitole metody. Nicméné zde autorka
velmi hezky popisuje vliv SGE a slin na MIP-2 pomoci inkubace v riznych koncentracich a
vyhodnocenim ELISA testem. Skoda jen, Ze graf &. 1 je ohromné nepiehledny a postradam
i po nékolikaminutovém studiu piehled o tom, kde je onéch 0,6 a 0,3 ng/ml MIP-2 . Autorka
popisuje inhibi¢ni efekt ale osa y je vyjadiena v koncentraci(relativni inhibice v procentech
by mozna pomohla piehlednosti?). Autorka navic ani v metodice ani ve vysledcich neuvadi
diivod pouziti inhibitori proteaz a metodiku jejich aplikace. Po del$im badani Ize vyvodit,
ze se ziejmé jedna o Protease Inhibitor Cocktail (Sigma) pouzity k pripravé SGE, ktery je
ziejme nafedén na odpovidajici koncentraci jako kontrola. Jako velmi zdarily pokus lze
oznacit migraci neutrofilnich granulocyta pres polykarbonatovou membranu v zavislosti na
koncentraci chemoatraktantu MIP-2 sledovany jako exponencialni zavislost a naslednou
inhibici migrace v pfitomnosti SGE. Po zavedeni téchto testi byl testovan rekombinantnim
evasin-1 homologem nazvany anti- MIP-2. Pfipominka - popiska u obrazku ¢islo 4. je velmi
stru¢na a vzhledem k chybéjici kapitole v metodice by bylo dobré uvést jakou metodou byly
sekvence alignovany a alespon kratky popis ptuvodu jednotlivych molekul s pristupovymi
¢isly genové banky (misto vypisovani je v nazvu fadka alignmentu), zvysi se tak
piehlednost. Vysledek s rekombinantnim proteinem anti-MIP-2 pfipravenym v E. coli
nepovazuji za vylozené negativni, spiSe bych usuzoval, ze v komplexnim SGE je vice
faktorti zodpovédnych za inhibici chemokinu nez jeden protein v piipadé rekombinantu. Dle
meho soudu je dale Skoda neuvést paralelné v grafu vysledky s efektem proti MIP-2 tak

s efektem proti MIP-1-alfa, protoze je to vysledek sice negativni, ale ma svij vyznam jako
podklad pro urcita tvrzeni v textu diplomové prace. Kapitola 4.4. je velmi strucna a i zde by
autorka mohla umistit obrazek, byt s negativnim vysledkem a mohla by diskutovat dalsi
postup - viz moje otazky k této podkapitole. Diskuze je vedena velmi dobfe a v kontextu
dosavadnich poznatki v oblasti a svéd¢i o piehledu autorky v tématice a nadhledu nad
zadanym tématem.

Hodnoceni: Prace Bc. Evy Slepickové rozhodné patii k tém celkové velmi dobrym az
vybornym magisterskym diplomovym pracim na PiF JU. Formalni nedostatky jsou jen
velmi drobné a obsahové je prace velmi bohata, byt ne zcela vyvazena. Navrhuji hodnotit




praci jako vybornou, pokud autorka presvéd¢i o schopnosti prezentovat uvedené vysledky
ustni formou a zodpovi nasledujici otazky. Zaroven vérim, ze dosazené vysledky budou
autorku motivovat ve snaze pokracovat do doktorského stupné studia a po doplnéni budou
slouzit jako zaklad védecké publikace v impaktovaném Casopise.

Moje otazky k praci jsou nasledujici:

1. Exprese v eukaryotnim systému: Existuji citlivéjsi metody detekce proteini v mediu
nez imunoznaceni at’' uz formou ELISA testu nebo Western Blottingu v podobé
pouzité autorkou. Jakou metodou se podafilo evasin 1 detekovat jak z SGE tak
z bun¢k HEK?293 cells v pavodni praci Frauenschuh a kol, 2007? Vi autorka, jaky je
rozdil v citlivosti radioaktivniho, chemiluminiscen¢niho a klasického enzym-
substratového znaCeni? Zna autorka né€jakou metodu, kterou by bylo mozné
exprimovany protein detekovat jak v mediu, pfipadné v chromatografickych frakcich,
jinak nez pomoci protilatek?

2. 'V diskuzi na strané 39 autorka uvadi, ze pokus, kdy inkubace SGE s MIP-2 vedla
k inhibici MIP-2 v ELISA testu dokazuje vazbu molekuly z SGE na chemokin. Podle
mne je to pouze velmi nepiimy dukaz. Jakym zpusobem by se dala takova vazba
pfimo dokazat? Zna autorka néjakou pfimou metodu pro analyzu proteini
v komplexech ktera by se dala pro SGE pouzit?

3. Co se ty€e pripravy homologu evasinua jako rekombinantniho fuzniho proteinu, je to
samoziejme jedna z moznosti jak testovat funkce proteinu in-vifro. V piipadé¢, ze by
autorka nebo nékdo z kolektivu mél pokracovat v tomto velmi atraktivnim tématu
existuje jedna velmi popularni metoda jak ziskat opak purifikovaného proteinu, totiz
v tomto piipadé SGE s chyb¢jicim evasin-1 homologem a in-vivo sledovat fenotyp a
zaroveii pouzit SGE s chybgjicim proteinem pro in-vitro pokusy. Vi autorka o jakou
metodu se jedna a byla by tato metoda vhodna pro testovani funkce evasin-1
homologu z Ixodes ricinus? Dopliuji, ze ziskani fenotypu in-vivo, néjakého
statisticky vyznamného dopadu na sajici kliSt'ata, je dobrym zakladem pro zvazované
vakcina¢ni pokusy s rekombinantnim evasin-1 homologem.

V Ceskych Budgjovicich dne 20.1. vypracoval \ /VQ (K/\_/
\\Jb\w\: )

RNDr. Daniel Sojka, PhD.




Oponentsky posudek diplomové prace
Bc. Evy Slepickové

Anti-chemokinové vlastnosti extraktu ze slinnych zlaz Ixodes ricinus

Diplomova prace se zabyva studiem imunosupresivnich vlastnosti slin a extrakt ze
slinnych Zlaz kliStat rodu Ixodes ricinus, konkrétné s ohledem na jejich anti-chemokinové
vlastnosti. KliStata jsou cizopasnici patfici mezi roztofe a jsou nejcastéjs$imi prenaseci
onemocnéni zvifat a lidi. Jednim ze zplsobu obrany proti imunitnimu systému hostitele je
pfitomnost evasind ve slindch klist'at, které maji schopnost potlaovat produkci chemokinii
v misté zanétu a ve svij prospéch ovlivnit imunitni odpovéd’ hostitele (zména Thl na Th2).
Prace ma ujasnénou koncepci, autorka v uvodu popisuje vztah parazit — hostitel, nasleduje
popis imunologickych aspektt a déle popis struktury a vlastnosti chemokintt MIP-1 a MIP-2.
Z uvodu préace je patrné, Ze se autorka vyborné orientuje v dané problematice. Prace ma jasné
stanovené cile. Cilem prace bylo zvladnuti metodiky chemotaktickych testl, testovani
inhibice chemotaxe pomoci slinnych extraktl Ixodes ricinus a dale ptiprava rekombinantniho
proteinu s anti-MIP-2 aktivitou. Studium inhibi¢nich vlastnosti ma potencidlné velky
prakticky vyznam. Dobfe charakterizované a purifikované faktory s imunosupresivnim
pusobenim by bylo mozné pouzit v klinické medicin€. Autorka tento fakt mohla v Gvodu vice
zduraznit.

Autorka se seznamila sfadou néaroénych a modernich metod, které jsou popsany
v kapitole ,,Metody“. Jedna se o metody molekularné biologické (piiprava rekombinantniho
proteinu, PCR, western blot, sekvenovani) a také imunologické metody (izolace neutrofild,
pritokova cytometrie, ELISA testy, transwell systém). Jedna se az o pozoruhodné Siroké
spektrum pouzitych metod. Jaky podil prace odvedla autorka vzhledem k jednotlivym
pouzitym metoddm? K této kapitole mam déale dv& ptipominky: 1) autorka neuvadi délku
insertu, ktery klonovala, pak nelze z obr. 3 jednoznaéné uréit, v které z 10 ndhodnych kolonii
doslo k uspésné ligaci do vektoru. 2) Autorka popisuje pouziti metody pritokové cytometrie
na urceni Cistoty populace neutrofilii. Zde neni uvedeno, jaka protilatka byla pouZita pro jejich
detekci. Uvital bych ilustrativni obrazek (napt. dot plot) populace izolovanych bunék.

Vysledky jsou shrnuty srozumitelnou formou. Byl potvrzen inhibi¢ni efekt extraktt
slinnych Zlaz I ricinus na chemokin MIP-2 hlavné u nenaséatych klistat, ale také u klistat
sajicich 1, 3 a 5 dni. Déle byly testovany inhibi¢ni vlastnosti slin na MIP-2 u 4 a 8 dni sajicich

klistat, pri¢emz signifikantné inhibiéni efekt mély pouze sliny 4 dny sajicich klistat.




Schopnost migrace neutrofild byla testovana jak v zavislosti na koncentraci MIP-2, tak
v piitomnosti extraktl slinnych Zzlaz. Z vysledki je patrnd inhibi¢ni schopnost extrakti
slinnych zlaz na migraci neutrofili. U kombinace slinnych extrakt + MIP-2 byla schopnost
migrace neutrofili vy$si, ale vyrazné snizend oproti kontrole. Dal§im cilem price byla
pfiprava rekombinantniho proteinu anti-MIP-2 jak v bakteridlnim, tak i eukaryontnim
systému. Uspé&sna byla pouze p¥iprava rekombinantniho anti-MIP-2 proteinu v bakterialnim
modelu, nebyla u ného ale jednoznaéné potvrzend antichemokinova aktivita. Ke kapitole

vysledki mam pouze pfipominku ke grafu ¢. 1, ktery neni samovysvétlujici.

Jaky je mechanismus u€inku evasinii? Jedna se o blokaci aktivniho mista chemokinu (mista

vaziciho se s chemokinovym receptorem) nebo se jedna o degradaci chemokinu?

Prace je po formalni strdnce zpracovana piehledné, autorka se vSak nevyhnula
nékolika preklepiim (dokonce i v nazvu dipl. prace). V prohlaseni o zvefejnéni diplomové

prace uvadi autorka omylem, Ze se jedna o praci bakalafskou, ne diplomovou.

ZAVER

PredloZena diplomova prace pfinesla nékteré ptivodni vysledky, ukazuje, Ze autorka
zvladla fadu naro¢nych metod, Ze se orientuje v problematice, je schopné kritické interpretace
vysledkll a dokaze vysledky shrnout, zobecnit a vyvodit z nich zavéry. Doporucuji préci

hodnotit ,,Vyborné&*.

Mgr. Peter Zanvit, Ph.D

Ustav imunologie a mikrobiologie 1. LF UK v Praze

V Praze dne 21.1.2010 ’uggi/ik/~“——*’/77
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