Oponentsky posudek na bakaldfskou praci Sary Kropa¢kové Diferencialni exprese transkriptd
slinnych Zlaz kliStéte ixodes ricinus

Préce se zabyva analyzou exprese nékolika gen0 ve slinnych Zlazach klistéte a podrobnéjsi analyzou
rekombinantniho proteinu, ktery je kddovan jednim z téchto gen(.

Z formalniho hlediska je prace adekvatni strukturou i rozsahem jednotlivych &asti. Vysledky jsou
vhodné doplnéné kvalitnimi a dobfe popsanymi obrazky s informativnimi legendami, takie se &tenaf
dobre orientuje ve vysledcich. Seznam referenci je zpracovan prehledné a ve spravném formatu.

Psany projev:

Autorka by méla vice dbat na spravnou skladbu véty. Napf. zadinat vétu spojkou , pticemi” (str. 40,
f.15) nebo ,u néhoi” (str. 42, . 7) zkratka nelze. Rovné: interpunkce by zaslouZila revizi, napf. str. 18,
i. 3: Pro optimalizaci, mnoistvi kulicek a délky..., byl udélan pilotni experiment.... Sem &arky nepati.
Tyto momenty misty ztéZuji chdpani textu, coZ je $koda. Dale jsou nékteré formulace a pouZiti slov,
hlavné v ivodu, nepiesné a pro format védeckého textu nevhodné, napf. str. 3, F. 3: S vodou klistata
vypousti patogeny..., 5. fadek odspoda: Klistéci sliny navrch obsahuji ..., apod. Nékdy je vidét

v kontextu chybny preklad —str. 3 . 5: ...pozménénim projevu svych povrchovych proteind... Zde ma
byt misto slova projev (expression) pouZito slovo exprese. Pozor také na chybéjici slova: Str 11. prvni
véta ... €ast byla nasbirana volné Zijicich v lesich... Na vyie uvedené typové chyby by si méla autorka
dat v dal3ich pracich pozor.

Uvod/ literarni reserse:

Zde se autorka postupné dostava od popisu modelového organismu a jeho interakce s hostitelskou
imunitou aZ ke komplementu a jeho ovlivnénigﬁ klistécimi slinami a jednotlivymi slozkami. Myslim, Ze
celkové je Gvod zpracovan dostateéné, nékteré kapitoly by vsak vyZadovaly podrobnéjsi popis a vétsi
peclivost pfi ovéfovani informaci. Napfiklad kapitola 2.2. uvadi, Ze nespec. imunitu tvofi fyzikalni
bariéry, bazofily, makrofagy a komplement. To je nedostatceny vycet. Jaké dalsi buriky a sérové
slozky tvofi nespecifickou imunitu? PouZita literatura, napf. v kapitole 2.1.3. je stara a lze najit

vews

napft. Kotal et al., 2015. Podobné kniha Biology of Ticks od Sonnenshina ma nové vydani z roku 2014.

Str. 4 5. fadek odspoda — autorka piSe, Ze komplement je v klasické cesté aktivovan navazanim
protilatky na antigen, coz je nepresné, k aktivaci dojde aZ po vazbé C1 na protilatku. V kapitole 2.3.1.
neni zcela zfejmé, jak jsou spolu pFibuzné proteiny ISAC, IRAC a IXAC. Prosim o vysvétleni. Misto
antikomplementovy protein je nékdy pouiito jen antikomplement, co? je jinde pouZito pro celou
antikomplementovou aktivitu klistécich slin. Takovéto poufZiti jednoho slova pro rizné vyznamy je

v tomto pfipadé matouci, zvlast pfi porovnani kapitol 2.3.2. a 2.4.

Cile prace jsou jasné definované a srozumitelné.
Materidl a metody:

Metody jsou popsdany pékné, mam jen nékolik pfipominek a otazek: Na str. 12 chybi reference k AACt
metodé, obvykle se cituje Pfaffl nebo Livak and Schmittgen.

Kapitola 4.7. proc byly pouzity neredukujici podminky pro proteinové elfo?
Kapitola 4.9. Bylo stépeni SUMO tagu bezproblémové nebo bylo tfeba néjak optimalizovat reakci?

Kapitola 4.10. Chybi popis metody Peptide mass fingerprinting. prosim o stru¢ny popis.



Kap. 4.11. Je adjuvans, nikoliv adjuvant.

V kapitole 4.12 piSe autorka, Ze po centrifugaci byla odebrana plazma od peletu éervenych krvinek.
Pouze Eervenych? ,Eluce byly naneseny” — mélo by byt ,eluované frakce“, opét pozor na pfesnost pfi
psani.

Vysledky:

Vysledkova ¢ast se mi velice libi, je bohata na experimenty i obrazky a je vidét, Ze autorka stravila

v laboratofi dost ¢asu, aby porozuméla tomu, co a proc déla. Vysledky jsou popsany dostate¢né a
vhodné doprovéazené obrazky, prestoZe nékteré z nich (proteinové gely a WB) by chtély jesté trochu
kvalitou vylepsit. Pfesto mam pfipominky i dotazy:

Kap. 5.1. Je rozliSovéna krev s aktivni a neaktivni imunitou. Prosim o podrobnéjsi popis, co je tim
presné mysleno.

Obr. 3. Pro¢ byla pouzita pro ovéfeni vysledki qPCR jesté semikvantitativni RT-PCR, kdyz se jedné o
méné piesnou metodu?

Kapitola 5.2. Podle analyzy sekvence proteinu se jednd o kyselé proteiny. Jaky to miZe mit vyznam
pro jejich funkci?

Na obr. 4 chybi stop kodony, neni proto jasné, zda se jedna o kompletni sekvenci.
Obr. 7 Co jsou prouZky v lajné 2 a 9. OvéFovali jste sekvenaci?

Obr 8 Jak jste normalizovali nanaSené vzorky? Stejny objem kultury nebo stejné mnoZstvi proteinu?
Lajna 8 totiZ vypada, Ze ma celkové vice proteinu neZ ostatni vzorky. Obrazek B neodpovida
velikostmi detekovanych protein( obrazku A. Prosim o porovnani, které bandy na WB odpovidaji
tém z gelu. Podobné obr. 9.

Obr 10. Co je ten spodni band u druhé purifikace a $tipani? Neni oznageno v obrazku. Na Obr. 12 je
identifikovan jako fikolin — je tato doména soucasti proteinu AC1?

/
Kap. 5.7. Obr. 11 Jak3, pfipadné jaké frakce byla/y vybrana/y pro dalsi pokusy'r‘\/
Obr. 13B zde to vypadd na prili§ vysokou koncentraci protilatky a jeji nespecifické navazani.
Obr. 14 Co jsou ty malé proteiny v lajndch 5-8 (stejnd velikost jako na obr. 15B posledni lajna)?

Kap. 5.13. Proc testovat AC1 na kovalentné vazané partnery, jako je tomu u serpini? Na zdkladé
literatury lze predpoklddat kovalentni vazbu?

Obr. 19B. Je mozné, Ze doslo u vzorku k proteolytické degradaci?

Na str. 39 piSe autorka, Ze nebyly zaznamendany interakce s kravskym sérem. J4 tam ale v lajné 6
vidim stejny band jako v lajné 3, i kdyz slabsi.

Diskuze:

Diskuze je napsana dobfe, ocenil bych oviem novéjsi reference. Zaujala mé reference podporujici
tvrzeni, Ze serpiny tvoii kovalentni interakce (Kostin, 2018). Vzhledem k tomu, Ze mechanismus
funkce serpinli se zkoumad uZ cela desetileti, existuji desitky souhrnych praci, které by byly zde
vhodnéjsi k citovani (Silverman, Whisstock, Gettins...).



Celkové se mi prace velmi libi i pfes nékteré nedostatky, predevsim v psaném projevu a v kvalité
obrazki z proteinovych analyz. Experimentalnim rozsahem se podle mé préce vyrovna nékterym
magisterskym pracim a pfedev3im tuto ¢ast velmi oceriuji. Neni vidy jednoduché tspé$né dojit od
sekvence aZ k funk&nimu, nebo alespoii rozpustnému a &istému rekombinantnimu proteinu.

V psaném projevu a v préci s referencemi je prostor ke zlep3eni. Zde je tfeba davat pozor na vétnou
skladbu, interpunkce, pouZiti vhodnych vyrazii a vyuZivat recentni literaturu.

Préci rozhodné doporucuji k obhajobé a navrhuji zndmku vyborné minus.
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V Ceskych Budéjovicich, 10.5.2019 /

Jl_ndﬁch Chmelar



