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Préce Bc. Karoliny Skipalové je tematicky atraktivni a navazuje na dlouhodoby trend
vyzkumu laboratoie Dr. MikeSe a prof. Horaka na P¥F UK. Prace se zabyva molekularni
podstatou branéni srazlivosti krve béhem sani parazitd na hostiteli - v pfipadé zkoumanych
druht Eudiplozoon a Paradiplozoon se jedna o sani krve na Zabrech ryb, kde doposud nebyl
zadny antikoagulaéni mechanismus popsan. V praci byl pouZit moderni ptistup zaloZeny na
identifikaci kandidatnich molekul pomoci transkriptomu z parazitd infikujicich hostitele. To
je nasledovano snahou o experimentalni ovéteni biochemickych vlastnosti vybranych molekul
pomoci piipravy rekombinantich proteind, C0Z piinasi nejen rozsahlé moznosti studia daneho
jevu, ale také efektni moznost pripadné aplikace poznatkti v komerénich rybich chovech.
Magisterskou praci Bc. Karoliny Skipalové jsem proto se zajmem piijal k oponentuic a
hodnotim ji naslednym zptisobem:

Formalni strnka: Slovy dnes jiz klasikti ¢eského moderniho divadla, "Ta prace je predevsim
dlouha...” - ¢islovanych 73 stran textu v¢etn¢ literarnich odkaza plus nejméné 30 stranek
ptiloh (necislované). Osobné jsem velkym odptrcem diplomovych praci celkove
piesahujicich 50 stran vCetné ptiloh, kde zbyte¢né vznika prostor pro utdpéni tématu do
mnoha obrazki a vét, coz je podle mého subjektivniho nédzoru v presném protikladu
poZadavki na soucasné védecké publikace a navic zbytecné vznika prostor pro “vrstveni"
ptipadnych vécnych a formalnich chyb. K praci samotné:
Titulni strana: Ve standardni form¢ pro prace PiF UK
Abstrakt: Jako osoba vécné bojujici s formou vlastnich textt vétSinou toleruji drobné
formalni nedostatky u magisterskych praci a vétSinou je ani nediskutuji u obhajob, ale v tomto
ptipadé musim udélat vyjimku. Je ziejmé, Ze oproti zbytku préce abstrakt ziejmé vznikal v
Casovém "presu” a i kdyZ je obsahové v poradku, jeho slohové a formalni provedeni je
doslova odflaklé - nefunguje ani zdkladni shoda ptisudku s podnétem ("jsme vyclenily"
versus "'jsme se pokusili **, dodrzovani jednotného a mnozného ¢isla. - "Praci jsme zamé&fili",
"pouze v jednou piipadé z péti méteni" nebo pady "Kunitz doménu jsem nam nepodatila
exprimovat” Nekompletni véta (asi 2 pulka souvéti rozdéleného teckou - "Dale pak.." a
pomérné nevkusna je ¢islice u poctu transkriptomt (jsou to dva nebo druhy?).
Nedislednost je bohuZel patrna jak v ¢eském tak anglickém provedeni. Rad bych zde
upozornil, Ze abstrakt je u védecké prace jeji nejdilezitéjsi ¢ast, ktera zasluhuje nejvic
pozornosti a i tento abstrakt bude nap¥. vystaven ve studijnim systému UK po dlouhé
roky, tzn. bude to ""on-line" pristupna vizitka jak samotného autora tak jeho kolektivu!
Uvod, metody, vysledky, diskuze, souhrn: vétsina ostatnich kapitol diplomové préce je
naopak napsana velmi ¢tiveé a srozumitelné a po formalni strance k ni nemam vétsich vytek
Tabulky, obrazky a legendy: za vyloZené Spatnou povazuji snahu o originalni format legend
k obrazkiim - nadpis nahote , legenda dole (n¢kdy...). Navic ptisobi neucelené a alignment
je jednou jako tabulka 25 (podle mé regulérni obrazek) a jednou jako obrazek (obr 11). Za
vylozené nevkusné povazuji ramecky kolem legend, sta¢i pouzit jiny typ nebo velikost
pisma apod., navic u tab. 25 zasahuje do textu. atd. Jednou zacina legenda velkym jednou
malym pismem...Jednou jsou nazvy druhi kurzivou (E .coli obr 16.B), podruhé ne (Obr. 11,
12, 13).



Seznam pouzité literatury: Sefazené abecedné, ne piili§ peclivé formatované. Nedostatky:
Spatné fazeni - po citaci Perreira se abecedné vraci seznam zpét k M - Maly and Kli¢ova -
matouci. Spatné fadkovani a déleni do odstavcu opakované (Merckelbach and Ruppel,
Macedo-Ribeiro et al., Mans et al., Perreira , fadek navic pied Millers et al., Gettins et al.,),
velka pismena VVodrazka et al.,...atd.

Hodnoceni obsahu:

I po obsahove strance je prace pomérné rozsahla a zahrnuje dle mého subjektivniho
nazoru velmi spravnou kombinaci bioinformatického a biochemického ptistupu - tzn.
komplexni identifikace faktort ze zdrojovych dar (EST soubory z parazit) a pokus o jejich
biochemickou charakterizaci a validaci jejich biologické funkce. Stejné jako u mych
formalnich vytek ale nerozumim nékterym zasadnim charakterim konceptu prace. Napf.
déleni uvodni ¢asti na n€kolikarddkovy tivod a velmi podrobny literarni piehled Citajici
celkem 20 stran. Byt je tato ¢ast asi nejlépe zpracovana, je zbytené extensivni a odvadi od
tématu - Radéji bych uvital stru¢néjsi a pfimy vod do problematiky (bez opakovani
encyklopedickych znalosti), ze kterého by vice vyplivalo o co v projektu vlastn¢€ "ptijde" a
jehoz logickym vyusténim budou cile prace, metodika, vysledky a diskuze. Typickym
piikladem je detailni popis rtiznych anti-koagula¢nich faktorii véetné serpinti, annexint atd.,
kdyz ve findle (kromé popisu EST dat) je experimentalni ¢ast prace zameétena jen na
vybrané kunitz-domain proteiny. Uvital bych tudiz ur¢itou disproporci v mnozstvi informaci
0 jednotlivych molekulach.

Podobné se musim vyjadtit i k metodice -vénovat samostatné podkapitoly trivialnim
protokoliim jako transformace bakterii, izolace plasmidii komeré¢nim kitem nebo tabulkové
piehledy programt PCR a komer¢ni ligace PCR amplikontd do bakterialnich plasmidi (tab.
11, 13, 16 respektive tab. 12) - to je zbyte¢né nafukovanim jiz tak obsahlé prace. Celkové
mohla byt metodika minimalné o polovinu kratsi a vétim, ze by to celkovému dojmu jen
velmi prospélo.

K vysledkim: Pfes celkem jasné uspoiadani obcas postradam lepsi textovy doprovod
mnoha obrazki. Fylogeneticky strom (Obr 14.) je nezakofenény maximum likelihood bez
vyznacenych bootstrapu a se stejnou délkou vétvi?! Podle me je to zbytecny obrazek. U
expresi v kvasinkach postradam néjakou optimalizaci exprese (kromé poc¢tu klond - 5) napf.
doba exprese, mnozstvi methanolu, Gprava a kontrola pH i vzhledem k predpokladanému
vysokému PI proteinu - to vSe ma u eukaryotickych expresnich systéma velky vliv na
finalni vytéZzek. Dale by byl vhodny pokus o detekci exprimovaného proteinu kromé
inhibi¢ni aktivity v BMM mediu (nepfimo pies biochem. assay) také specificky napft.
protilatkou proti univerzalnimu epitopu (histag, Myc), které zvoleny vektor PICZalpha B od
Invitrogenu/LT nabizi.

Diskuze: Nékteré tivahy v diskuzi jsou trochu zavadéjici, i kdyz celkové je vedena diskuze
véené a v konsistenci s dosazenymi vysledky. Nerozumim vSak napf. ¢lenéni diskuze
neodpovidajicimi nadpisy- napt. nadpis hovoti o exprese proteinu v E. coli, ale obsah
zahrnuje i P. pastoris.

Hodnoceni: Prace Bc. Skipalové lze doporucit k obhajobé magisterskym diplomovym pracim
na PiF JU ov8em s rozporuplnym pocitem. Absolutné autorce nevy¢itam nesplnéni vSech
experimentalnich cilii i vzhledem k naro¢nému tématu a relativnimu ¢asovému omezeni
dobou Magr. studia pro dany ukol. Zrovna také nelze popfit jeji nepopiratelny talent pro
psani védeckych sdéleni patrny z literarniho piehledu. Ov§em vécné i formalni nedostatky
(jako abstrakt prace) a néktera nedotazena feSeni jak obsahu tak formy napi. zminovanych
obrazku a tabulek velmi srazi jednak nékolikaletou snahu a autorcin talent samotny a svédci
o ziejmé ne piili§ intenzivni spolupraci se Skolitelem pii vypracovavani obhajované préace.



Nemohu proto praci hodnotit nejvys§im moznym stupném tedy jako vybornou, ale spise
chvalitebnou aZ dobrou v zavislosti na ustni obhajobé. Zaroven véfim, ze i v piipadé horsiho
hodnoceni bude laboratorni zkuSenost z prace na daném tématu autorku motivovat ve snaze
pokracovat ve védecké praci a jeji vysledky budou po doplnéni slouzit jako zaklad védecké
publikace v impaktovaném casopise.

Moje otazky k préaci jsou nasledujici:

1. Inhibice thrombinu a faktoru Xa homogenatem a ESP z ¢ervii Diplozoidae......Viibec
nerozumim designu pokusu. Graf 1: $lo o pét nezavislych biologickych vzorka
(biologicky kvantiplikat) a méfeni inhibice nebo o technicky multiplikat sestavajici se
z péti méfeni s jednim vzorkem? V obou moZnych piipadech mi ur¢ité chybi
standartni statisticke zpracovani experimentu -vyneseni multiplikatt do jednoho grafu,
a vyznaceni standartni chyby, odchylky atd....Pro¢ to "vyslo" jen jednou -tzn. ze to
nefunguje ? Pozn. Slinné Zlazy P.papatasi jsou podle legendy Grafu/obrazku 1a 3 z
komara?

2. EST data jsou dnes snadno dostupnym a obsahlym zdrojem informaci, jehoz
vypovédni hodnota ov§em velmi zavisi na kvalité vstupniho materialu (MRNA,
cDNA) a na zvolené metodé matematickeho sestavovani sekvenci - sequence
assembly. Jako velmi vhodné mi v daném piipadé spojeni dvou EST projekti E.
nipponicum zalozenych na ruzné metodice (GS FLX Roche a Illumina MiSeq) pro
vyhodnoceni EST dat. Nebylo by v3ak ptece jen dobré ovétit expresi téchto de facto
pocitacove sestavenych genti (byt’ z relativné dlouhych readt) pomoci néjaké zékladni
molekularné genetické metody?

3. Jak je to s existenci multimert Kunitzovych domén u studovanych organismu. U
klist'at, ktera autorka Casto zminuje, je rodina BPTI /Kunitz inhibitort rozdélena podle
prostoroveé struktury na malé jednodomeénové inhibitory serinovych proteaz (skupina
Monolaris), dvoudoménové (skupina Bilaris, kam patii Ixolaris) a komplexni
vicedoménové molekuly, jejichz typickym zastupcem protein Penthalaris. Ptitom jako
antikoagulanty inhibujici faktor VIIa ptsobi pravé vicedomenové BPTI inhibitory.
Nejedna se u nékterych vasich sekvenci, zejména kdyz postradaji stop kodon a
signalni sekvenci, ve skute¢nosti o nékolik Kunitzovych domén z jednoho
multidoménového proteinu? S tim souvisi kapitola 5.3 -Netspésna 5' a 3' RACE PCR
- byly ovéfeny skutecné existence mRNA pro kunitzovy domény (sekvence €. 559 a
585) sekvence z EST databazi pomoci konven¢ni nebo qPCR?

4. U expresi v E. coli byl po purifikaci na NiNTA kolon¢ jak v denatura¢nich (inkluzni
téliska) tak nativnich (cytoplazma) na SDS PAGE patrny jasny band o <25 kDa, ktery
se jevi jako detekovatelny i pomoci anti-(HIS)tag protilatek. Autorka tvrdi, Ze
hmotnosti spektrometrie nepotvrdila pfitomnost rekombinantu v dané oblasti. O jaky
typ MS analyzy se jedna? Jak je mozné, Ze dochazi k obohaceni bakterialniho proteinu
a je na zakladé mass-spec analyz znama jeho identita? Jakym (chemickym)zptsobem
lze pfedchazet navazovani bakterialnich proteint s vy$§im obsahem histidind na Ni-
NTA kolonu? Byla pro porovnani analyzovana i SDS PAGe oblast z pfedpokladané
velikosti/MW rekombinantni Kunitz-domeny?

5. Jak mam rozumét tomu, ze kdyz pozitivnim a ziejmé i hlavnim vysledkem
experimentalni prace jsou 4 klony P. pastoris exprimujici kunitz-doménu ze
studovaného parazita s inhibi¢ni aktivitou vaci faktor V1la a thrombinu v mediu,
posledni véta vysledkt prace zni, Ze doSlo k degradaci materialu?

V Ceskych Budgjovicich dne 11.9. vypracoval
RNDr. Daniel Sojka, PhD



