Posudek Skolitele diplomové prace Rebeky Goblové: Vyznam exosomii a ektosomii pro

virulenci Trichomonas vaginalis

Extracelularni va¢ky jsou zasadnim komunikaénim prostfedkem nejen mezi butikami tkani

v ramci jednoho mnohobunééného organismu, ale stale vice se ukazuje jejich vyznam

v komunikaci mezi parazitem a hostitelem. Zadéni této diplomové prace vychazelo ze
soucasnych studii, které charakterizovaly tvorbu extraceluldrnich vac¢ka (exosomi a
ektosom) a jejich proteinové slozeni u lidského parazita urogenitalniho traktu Trichomonas
vaginalis. O jejich vyznamu pro virulenci tohoto parazita viak mame dosud minimé4lni
znalosti. Pivodni mySlenkou bylo vybrat dva kmeny 7. vaginalis o rﬁzne: virulenci a porovnat
proteomy exosomd. Prvnim dkolem proto bylo vytipovat vhodné kmeny, bez jejich obvyklych
endosymbiontil tj. bez dsSRNA vird a mykoplasem, které virulenci mohou ovliviiovat. V dobé
kdy Rebeka zacala pracovat na své diplomové praci jsme ziskali novy kmen (tj. izolat) z modi
pacientky, kterd neméla Zadné klinické pfiznaky trichomonidzy a domnivali jsme se, Ze by
potencidlné mohl patiit mezi méné virulentni. Rebeka viak ukézala pomoci testu virulence na
laboratornich mysich, Ze se chova jako kmen stiedné aZ vysoce virulentni. Déle jsme
zvazovali, do jaké miry jsou jednotlivé buriky trichomonad tohoto kmene stejné co se tyce
virulence a proto Rebeka odvodila n€kolik klonii tohoto kmene a opét otestovala jejich
virulenci. Kupodivu vétsina klonii byla pro mysi nevirulentni, jeden klon v§ak byl vysoce
virulentni. Tento vysledek povazuji za velmi zasadni, protoZe dosud o heterogenité
trichomondd v rdmci jednotlivych kmeni (izolatd) neexistuji Zadné studie. Poté co Rebeka
ziskala takto definované klony, za€ala pracovat na izolaci exosomi. Nutno podotknout, Ze
Jsme v nadi laboratofi dosud s extracelularnimi vaéky nepracovali a Rebeka se musela nejprve
potykat se ziskanim vhodnych markeri, protoZe zavedené komeréni protilatky proti savéim
markerim u 7. vaginalis nefunguji. Odvodila proto tfi transgenni linie 7. vaginalis, které
exprimovaly vytipované proteiny s hemaglutinovou zna€kou jako potencialni markery a jejich
buné¢nou lokalizaci sledovala imunofluorescen¢ni mikroskopii a na bun&&nych frakcich. Jako
nejlepsi se ukazal tetraspanin-1 (TSP1). Poté provedla n€kolik pfedb&Znych experimenti pro
izolaci exosomi, avSak dal8i experimentalni ¢innost, ktera mé&la byt realizovana na jafe tohoto
roku realizovéana nebyla vzhledem k pfichodu pandemie Covid-19. Dr. Petr Rada, ktery byl
konzultantem Rebeky a paralelné pracoval na izolaci a protetické analyze exosom 7.
vaginalis proto poskytl Rebece dva datasety proteomickych analyz exosomi, aby si mohla

alesponi vyzkouset jak ziskand proteomicka data hodnotit.



Rebeka zacala své magisterské studium v roce 2017/18 a piestoze jsem ji od zacatku
upozoriioval, Ze je tieba na diplomové praci velmi intenzivné€ pracovat, béhem prvniho roku
dochézela Rebeka do laboratofe mnohem méné, nez bylo potieba a experimentalni prace $la
velmi pomalu dopfedu. Po domluvé na za¢atku druhého ro¢niku se jeji aktivita zlepsila,
nicméné€ na konci druhého roku nebyly jeji vysledky dostateéné na sepsani diplomové prace a
proto jsme se dohodli na prodlouZeni studia nejprve do ledna a poté na konec akademického
roku 2019/2020. Vyvoj této diplomové prace byl tedy relativné sloZity, avak je tfeba zvaZit,
Ze zadané téma byla moZna az piili§ ambiciézni a dosaZené vysledky jsou zajimavé a budou
odrazovym mistkem pro dal$i studium exosomu trichomonad. Je tfeba také ocenit, Ze
diplomova préce je sepsdna v angli¢ting. Celkové se domnivam, Ze pfedloZend prace je na

solidni drovni a doporucuji ji k obhajobé.
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