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Oponentsky posudek magisterské prace
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Vedouci MP: Helena Langhansova, PhD
Skolitel-specialista: Jind¥ich Chmela¥, PhD

Nazev MP:

Analyza exprese inhibitort serinovych proteaz v klistéti Ixodes ricinus pomoci real-time PCR

Bc. Simona Hauserova se zabyva ve své praci charakterizaci vybranych klistécich serping,
inhibitord serinovych proteaz. Podafilo se ji, pomoci RNAI, charakterizovat vliv serpinu 22 na
pienos borelii do laboratornich mysi. Ostatni metodické postupy a analyzy dat jsou problematické.
PfredloZena kandidatska prace se mi zda po formalni strance nekompletni, protoZe chybi tradiéni
komponenty jako popisné legendy pod nékterymi obrazky ¢&i popis viech pouZitych metod.

Zavazné chyby:

e Chybi detailni popis obrazki: (1), 4, 5, 6, 10, 11, 12, 13: Neni tedy vidy jasné, co se da
z obrazku vyc¢ist: metoda, primér, SD, SEM,n=7?, ...

e Chybi popis metody (bioinformatické analyzy) pro vygenerovani alignmentu
aminokyselinovych zbytka (Obr. 6) a detailni informace o predikci Reactive Center
Loop, tedy i P1 pozice!

e Obr. 4: Statisticka signifikance se zda byt udélovana nahodile. Nejvice si dovolim
pochybovat o statistické signifikanci mezi D1 a D2 u IRS-23 !!!

e Obr. 7,8, 9: Chybi vyznac€eni velikostnich standardi v obrazcich !

e Obr. 10: Kandidatka pozoruje vysokou hladinu irs-10 po injikaci irs-10 dsRNA a
vysvétluje si to up-regulaci genového transkriptu. Dovolim si pochybovat, spiSe se
jedna o artefakt Spatného navrzeni primeri. Zejména pro tento obrazek je uZzitecné
mit k ruce aligment serpinii s vyznaenymi misty pro nasedani primeri. Pokud
kandidatka navrhla qPCR primery pro irs-10 v sekvenci amplikonu pro dsRNA,
ziejmé si amplifikuje ko-injikovanou plazmidovou DNA.
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Obecné komentaie/doporuéeni

V textu je ¢asto rodové i druhové jméno organizmu vypsano v plném formatu; je zvykem, Ze
se vypisuje v pIném znéni jen pfi prvnim objeveni v textu, rodové se pak zkracuje inicialou
(svébytné miiZou zlstat v plném znéni v kazdé legendé obrazku).

Je zvykem, Ze se geny a transkripty pisi italikou a proteiny velkym pismem, coZ v praci neni
dodrzovano. ‘

Jako pomémé velkou chybu povazuji i zdménu RNAI s genovym knock-outem. Neni to
vytykano jako preklep, jelikoz se tato chyba objevuje n€kolikrat, min. strana: 30, 40, 41, 42,
43, 49 | RNAI vede jen k utlumeni genové expresi, €ili k knock-downu. Kazda metoda ma
vyrazné jiny interpretaéni potencial.

Serpiny nejsou proteazy (anotace).

Nazvy kapitol vysledki by mély mit vysledkovy charakter; ,pfiprava dsRNA,
»transformace/purifikace plasmidu®, ,ovéfeni silencingu“ jsou spiSe metodické, neZ
vysledkové nazvy; zaroven si dovoluji pochybovat o naplnéni nazvu kapitoly 4.3.2 pfiprava
plasmidu plL10 - ten byl ziejmé ziskan.

Neni mi Gplné jasné, jaky je rozdil mezi selektivni a specifickou inhibici cystatini (str. 10).

»Prokazalo se, Ze sialoL2 napomaha klistéti dokon¢it proces sani a ovliviiuje hostitelovu
imunitu, nebot’ tento protein se b&hem sani hromadi ve slinnych Zlazach, kdezto mnoZstvi
sialoL klesa.“ - nevidim tam dplné pfi¢innou souvislost a zaroveii si nejsem jisty, Ze ve
zminéné publikaci byla provedena analyza proteinové exprese.

Posledni odstavec na str. 14 pokracujici na str. 15 nepatéi do kapitoly 3.2.2 , Funkéni
vyznam serpint®, ale o kapitolu ¢i dvé dal.

Prace s literaturou neni vidy ptesnd, napt: Mulenga et al., 2009 (str. 45), Soares et al., 2005
(str. 50);

Kapitola Izolace RNA a pfiprava cDNA by skuteéné mohla zadinat izolaci RNA a
pokraCovat pfipravou cDNA (str. 22).

Na klasickou PCR za u¢elem ziskéni insertu neni potieba qPCR Master-Mixu se SYBR
greenem a Rox referenci (str. 26)!

Restrik¢ni mista na previsech primerti pro dsRNA mohou vyuZit naslednych endogennich
sekvenci, jsou-li vhodné, napt: IRS-20-R-APA (C), IRS-22-XBA (GA).
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Str. 29: ,,Divodem rozdilnych teplot byly nizké vytézky pro IRS-20A“ = , Disledkem
rozdilnych teplot byly nizké vytézky pro IRS-20A“.

Chvalim analyzu RNAI pro IRS-20, potazmo i IRS-10 (efektivita RNAI se neda vylougit), a
naslednou kvantifikaci v nakazenych mysich. Toto je podle m& zdafile povedeny pokus, byt
s negativnim vysledkem.

Drobnosti souhrné: kvalita pfevzatych obrazkid 1 a 2 je nizka; samice L ricinus mize byt
oplodnéna i pfed sanim na hostiteli (str. 4); srazeni krve neni jediny mechanizmus
hemostazy (str. 9 prvni véta); AGO se bohuzel nedostal do seznamu zkratek (Obr. 3);
Ferritin 2 nehraje vyznamnou roli pfi vstiebavani Zeleza z nasaté krve (str. 21).

Otazky

RNA izolovana pomoci TRIZOLU byva nachylna k degradaci u stievnich a celo-
télnich vzorki. Pro¢ nebyla provedena kontrola integrity RNA pomoci ELFO? Pokud
byla provedena a jen nebyla zaFazena jako krok 18 (str. 23), rad bych, aby si
kandidatka pripravila fotku elektroforetické separace k obhajobé. ObzvlastE, kdyz
priprava cDNA je jednim z cilii VaSi prace (str. 2), musite mit opravdu jistotu, Ze mate
RNA ,,v dobré kondici*!

Kandidétka uvadi, Ze byly primery testovany pomoci qPCR (str. 24) - neni Gplné ziejmé, o
jaké ovéfeni jde. Na stran€ 25 se dozvidame, Ze byla provedena ,Melting Curve® analyza.
Mohla by tedy kandidatka prosim zvefejnit vysledna data této analyzy béhem
obhajoby. Zaroven se mi zdaji serpiny vcelku konzervované mimo RCL, jak kandidatka
zajistila genovou specifitu primerti pro qQPCR. Mohla by prosim ziroveii dodat alignment
studovanych serpinii s vyznafenymi misty pro qPCR (genova-specifita, vhodnost pro
analyzu RNAi) a RNAi primery!

Na obr. 4 se mi zdaji zbyte¢né veliké odchylky u D1 ¢cDNA, uZ tak tomu ale neni u Obr.
5. Mohla by kandidatka zverejnit tabulku Ct hodnot pro referené¢ni gen u v§ech cDNA
zobrazku 4 a S, aby dokazala, Ze se ji skutecné podafilo nasyntetizovat pouZitelné
cDNA sady?

Nékdy jsou pro RT-qPCR pouzivany primery o 300nM findlni koncentraci (str. 25;
doporucena koncentrace pro zminény MasterMix), jindy 1uM (str. 26), ma toto zvySeni
néjaky diivod?

Pro¢ byl amplikon pro qPCR syntetizovan pri teploté 72°C, kdyZ ma enzym optimum
58 — 60°C (str. 25)?
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o Diskuze je vcelku pfijatelnd, ¢ekal bych ale vice srovnani vlastnich expresnich RT-qPCR dat
napi. s dostupnymi L. ricinus transkriptomy, mohla by to kandidatka prosim takové
srovnani dodat (napf. tabulku relativnich expresnich hodnot z RT-qPCR s RPKM
hodnotami z vhodné transkriptomové databaze (DOI: 10.1038/srep09103)?

Souhrnné se mi jevi prace, abych pouzil patfiénou nomenklaturu, v metastabilnim stavu. Urgité by
praci prospély zasadni zmény jak v provedeni, tak prezentaci, aby se prace dostala do komfortni
formy, mozna by stacilo jen vice asu. Budu ale rad, kdyZ bude mit kandiddtka moZnost ustni
obhajoby této prace, aby mohla okomentovat vySe zminéné nedostatky a dodat poZadujici
informace/data. Podle ustni obhajoby udélim znamku dob¥e (3) plus/minus jedna.

V Ceskych Budgjovicich, 10.5.2019

Jan Pemer P
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. Oponentsky posudek na magisterskou préaci Bc. Simony Hauserové

»Analyza exprese inhibitort serinovych protedz v kli§téti Ixodes ricinus pomoci real-time PCR“

Bc. Simona Hauserova ve své magisterské praci fesi zajimavou problematiku inhibitord serinovych
peptidaz v klistéti Ixodes ricinus. Prace (73 stran) ma charakteristické ¢lenéni a je rozdélena na uvod
(literarni piehled), Material a metody (12 stran), vysledky (10 stran) a diskuzi (7 stran). Nasleduje
jedna strana shrnuti, seznam zkratek, zavér a seznam pouZité literatury (18 stran).

Uvodni &ast prace (Literarni ptehled) je pomérné dlouha (21 stran) a je sepsana ve formé review, které
je ale trochu informacné€ nevyrovnané. Nekteré kapitoly v ivodu jsou dle mého nazoru zbyteéné (napf.
3.5 RNA interference a 3.5.1 Experimentalni vyuziti RNAi u kli§tat). Pro¢ v kapitole 3.5.1 autorka
vybrala jeden ,,trdvici enzym* haemalin, ale dali travici enzymy zminény nejsou). Osobné bych
ocenil, kdyby Givodni ¢ast byla kratsi, vénovala se pouze problematice serpind a obsahovala vice
obrazkl (napf. obrazek koagulaéni kaskady, ktera je pro autor¢ino téma pomérné diileZita a autorkou
v textu ¢asto zminovana). Taky bych uvital tabulku s pfehledem znamych klistecich serpinti a jejich
znamych ¢&i potenciondlnich funkci. Autorce bych vytknul préci s literaturou. Autorka sice cituje vice
nez 180 ¢lank, Casto jsou ale citace zavadgjici (napf. Renard 2002: se zabyva cysteinovyma
peptiddzama a je citovana za roli inhibitorti v trdveni hemoglobinu & Moser 2008: se zabyva produkci
2 cukr vazajicich proteind a je citovan za vétou o vlivu makrofagi na zanét).

Hlavnim cilem prace je studium genové exprese 10-ti kliStécich serpini, nasledna RNAI t¥ vybranych
geni a evaluace knock-downu na sani a metamorf6zu nymf. Za nejvétsi slabinu prace povazuji
absenci sekvenci studovanych gend, jejich alignment a detailnej$i informace k designu primer pro
RNAI experiment. Bez této informace, jsou ziskané vysledky (zejména IRS-10) mirné spekulativni.
Autorce bych doporugil, aby pfi prezentaci RNAIi vysledki nepouzivala vyraz Knock-out. Zde se
jedna o Knock-down, nebot’ z vysledk je patrné, Ze nedoslo k uplnému zastaveni genové exprese, ale
pouze k jeji redukei. Ikdyz ziskany knock-down efekt neni zcela pritkazny, autoréina prace mize
poslouzit jako dobry zéklad pro dal§i vyzkum.

Dotazy a komentare na autorku:

Na stran€ 4 autorka pise, Ze samec kli§téte oplodni samici pouze béhem sani na hostiteli. Je tomu
opravdu tak?

Na strané 5 autorka pise, Ze klisté se uchyti k hostiteli pomoci ozubenych chelicer. Toto tvrzeni
povaZzuji za nepfesné. MiZe mi autorka vysvétlit, jak je klisté béhem sani fixovano na hostiteli?

Na strané 9 autorka neptesné uvadi, Ze jsou popsany 4 druhy peptidaz. MiZe mi autorka uvést kolik
typu peptidaz je v soucasnosti popsano?

Jak byla kontrolovana kvalita izolované RNA?

Jak dlouhé byly amplikony jednotlivych genti pro qRT PCR?

Jaké primery byly pouzity pro amplifikaci referenéniho genu (EF1A)?

Testovali jste ,,reaction efficiency* pro vyhodnoceni vysledka u qRT PCR?

Ocenil bych detailngjsi informace k piipravé dsRNA (kontrola restrikce, molarni pomér pro ligaci)
Jaké primery byly pouzity pro koloniovou PCR a jaka byla ocekdvana velikost amplikonu?

Chybi mi popis markerd u obrazka &. 7,8,9.

Autorka pise, Ze prace na IRS-22 byla ukonéena z diivodu nevychézejici NTC. Dle obrazku 7 mi ale
pfijde, Ze se jedna spiSe o primer-dimer a ne o specificky produkt.



MiiZe autorka pro obhajobu pfipravit alignment testovanych geni s vyzna&enymi primery?

Zavérem bych chtél fici, Ze navzdory viem mym otazkam a pfipominkam, pfedloZena magisterské
prace Bc. Simony Hauserové splituje veskeré podminky kladené P¥irodovédeckou fakultou JCU a
tudiz ji doporucuju k obhajobé.

V Ceskych Bud&jovicich 15.5.2019 Zdengk Franta
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