Doc. RNDr. FrantiSek Weyda, CSc.
Biologické centrum AV CR, Entomologlcky ustav
BraniSovska 31

370 05 Ceské Bud&jovice

Telefon: piimé linka 387 775 261, Gstfedna 387 771 111
Fax: 385 310 354

E-mail: weyda@entu.cas.cz

Oponetsky posudek na dizertaéni praci Mgr.Marie Vancové: Structural
and functional characteristics of spirochetes, causative agents of lyme
disease and salivary glands of the tick Ixodes ricinus

Pfedlozena disertatni prace ma Clenéni, které se stdva obvyklym na Biologické fakult& JU.
Sklada se z uvodu, dvou plivodnich experimentalnich publikaci (jedna publikovana, druha v
dob¢ psani prace piijata do tisku) a dal3i prace, které tvoti zaklad disertatni prace, dale kapitol
uvodni a shrujici dosazené vysledky. Velmi vhodny je seznam pouZitych zkratek umistény v
zaveru prace, kde je také seznam literatury. Ndzev prace je vytvoren tak, aby pokryl danou
problematiku. Prace je podana v anglickém jazyce. ;

V uvodu oponentniho posudku bych rad konstatoval, ze M. Vancova predlozila vedecky
vyspélou praci, podtrzenou jiz publikovanymi nebo do tisku pfijatymi ¢astmi prace (a to v
kvalitnich odbornych ¢asopisech).

Prace je zaloZena na ultrastrukturnich vyzkumech. Na konvenéni elektronovou
mikroskopii kterou autorka za¢ina, navazuji odvozené techniky imunolokalizaci (predevsm
pfi nizkych teplotach) a techniky dalsi. Velmi ocefiuji skute¢nost, ze do prace byly zatazeny i
vysledky plné nové metody (obr.3 strana 11) zaloZené na novém pfistrojovém vybaveni
laboratote, kde M. Vancova pracuje (nizkoteplotni skanovaci elektronovy mikroskop Jeol
JSM 7401F s kryonastavcem Alto2005 fy.Gatan). Podotykam, Ze piistroj je dosud ve
zku3ebnim obdobi.

V iivodu autorka shrnuje sou¢asny stav znalosti a dava tak ramec feSené problematice.
Cely uvod je vystavén uspornym jazykem, pfitom fundované a celkem vy&erpavajicim
zplsobem. Je zde pokryta zakladni moderni literatura.

Publikace tvorici zaklad disertace jsou v sou¢asné dob& publikovany nebo jsou pfijaty do
tisku v renomovanych ¢asopisech. To samo o sob& hovoti o jejich kvalité, ktera je ostatné
o€ividna- napfiklad profesiondlné dokonalé obrazky naprosto perfektng doplitujici text. Prace
v nichZ je diplomantka prvnim autorem, pfinaseji zasadni v&decké vysledky. Jsou pfinosem
danému oboru. NepovaZuji tedy za nutné n&jak polemizovat v této oblasti. Prace evidentné
dokazuji, ze diplomantka zvladla celou fadu naro&nych strukturalnich, molekularng
biologickych i biochemickych metodik.

Ve shrnujici kapitole jsou vysledky sumarizovany. Reference pak zahmuji relevantni
publikace diskutované v pfedlozené disertaci. Znovu bych chtél zdiraznit skute&nost, ze
autorka doplnila praci perfektni obrazovou dokumentaci.

K predkladané disertaci nemam zadné zasadni namitky. Nasleduje jen komentaf a nékolik
zcela formalnich pfipominek, které mne napadly v priib&hu &teni prace:
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- na str 46 se mluvi o prezenci hemocytii na povrchu slinnych zlaz a dava se to do zavazné
souvislosti s moznosti jejich Glohy v ptenosu LB spirochet- odkazuje se pfitom na obr.4.



Zrovna ale na tomto obrazku hemocyty na povrchu zlaz nejsou. Nepochybuji ovsem 7e
autorka ma tuto skute¢nost dokumentovanu, :

- autor Briton na str.46 je v seznamu literatuxy na str.51 veden jako Brinton
- autor Alberdi na str.11 se spravné jmenuje Alberti
- na str.56 jsou piehozeny citace Roth a Ribeiro (abecedni poradek)

Z této Casti oponentniho posudku jasné vyplyva, Ze k praci nemam zasadni pfipominky a ty
pred]oiené jsou _}en okraj oveho vyz:namu

Zavérem je tedy nutno konstatovat, ze predlozena disertani prace dokazuje schopnost !
autorky samostatné badat a pfitom zvladnout i ty nejmoderné;si metody piedevSim. .

elektronové mikroskopie, ale idalsi. Praci doporuduji jednoznaéné k prijeti jako jeden z
podkladii pro udéleni doktorského titulu.

V Ceskych Budgjovicich dne 20. bfezna 2006
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~ Doc. RNDr. Frantisek Weyda, CSc.



Posudek oponenta na doktorskou diserta¢ni praci Mgr. Marie Vancové

Mgr. Marie Vancova vypracovala doktorskou disertadni praci nazvanou ,,Structural
and functional characteristics of spirochetes, causative agents of Lyme disease and salivary
glands of the tick Ixodes ricinus®. Zabyva se v ni pfedeviim lokalizaci cukernych epitopti ve
slinych Zlazdch zminéného klistéte a u spirochety Borrelia burgdorferi.

Diserta¢ni spis ma 58 stran. Sklada se ze tfi publikaci/rukopisti a doprovodného textu.
Ve dvanictistrankovém tvodu je podéan predevsim prehled sou¢asného stavu poznani o
cukrech a lektinech borrelif i klist'at. Nasleduje kapitola nazvana Results (35 stran), ve které
jsou zafazeny tfi prace. Prvou z nich je publikace ve Folia Microbiologica, kterd se zabyva
studiem glykokonjugéati Borrelia burgdorferi. Druhou rukopis ¢lanku ptijatého v ¢asopise
The Journal of Parasitology, ktery popisuje detailni lokalizaci cukernych epitopt ve slinnych
Zlazach klistéte Ixodes ricinus. Tfeti text o ultrastrukturnich aspektech interakce borrelie —
kliste je zfejme rukopisem v pitipravé. Disertaéni prace je zakon&ena shrnutim nejdilezitéjsich
zjisténi prvych dvou publikaci do 7 bodii a sluSnym seznamem literatury (7 stran).

Velmi pozitivnim rysem je, Ze disertaéni prace je sepsdana velmi dobrou a
srozumitelnou angliCtinou. Déle 1ze pochvalit kvalitni pfehled sougasného stavu poznani. Na
druhé stran¢ je Skoda, Ze se autorka nepokusila v uvodu vice vysvétlit &lenéni predloZené
prace a precizn¢ formulovat dil¢i cile, nebo alespoii formulovat otazky ¢&i hypotézy, na nez ma
jeji prace odpovédét. Myslim, Ze by to étenafi usnadnilo orientaci v textu a vice ,,stmelilo*
dohromady tii vysledkové Easti prace.

K tvodu méam n€kolik dopliiujicich otdzek: Jsou k B. b. vnimavé i jiné rody klistat nez
rod Ixodes? Daji se rozliSit rizné druhy borrelii podle ultrastruktury, napriklad podle poctu
biciku? Jak geny pro rizné Osp umistény na plasmidech a co ovlivituje jejich expresi?

Autorka me pfesvédila, Ze kvalitné zvladla pfedevsim rizné mikroskopické techniky.
Velmi ocefiuji i kvantitativni pfistup ke zpracovani vysledkd vazby znagenych lektinii na
ultratenké fezy. Jsem rad, Ze na PaU a Centru elektronové mikroskopie vyrostla dalsi osoba,
kterd tak dobfe zvlida riizné metody fluorescencni i elektronové mikroskopie. Rad bych se
s autorkou podé€lil o jeji zkuSenosti pfi detekci cukernych epitopt na fezech a mam proto
drobn¢ technické dotazy k pouzitym metodikam: Je nutnd IM koncentrace cukrii pouzitych
k inhibici lektinit na Fezech? Nakolik spolehlivou metodou je b-eliminace na polosilnych a
ultratenkych rezech? Jakd je vyhoda pryskyFice Polybed 812 oproti pryskyfici LR White?

K vysledkové ¢asti mam nésledujici pfipominky. Rukopis in press: Domnivam se, e
druhy odstavec abstraktu mé byt prvym odstavcem kapitoly ,,Introduction®. U blotu s lektiny
nejsou zobrazeny kontroly (a nelze tak usoudit nakolik je vazba specifickd) a pruhy na
nekterych stripech Ize jen obtizné porovnavat (piivod z riiznych blota?).

Rukopis v ptipravé: Rdd bych se zeptal pro jaky casopis je tento text zamyslen. Cil
prace by bylo ziejm& vhodné ptesunout z vysledkti do zavéru tvodu. U infekce morcat by
bylo vhodné upfesnit misto inokulace boréliii a misto sani klistat. Na zikladé fotografii
z fluorescen¢niho  mikroskopu by si netroufal fici néco urditého, dokumentace
z elektronového mikroskopu je prikazng&jsi, pouze bych uvital vysvétleni, co je na obr. 4. Ddle
bych prosil vysvétlit pozndmku o intraceluldrni lokalizaci borélii. Jak lze rozhodnout zda se
Jjedna o borrélie pokud nent zachovana ultrastruktura?

Shrnuti: Mgr. Marie Vancova predlozila k obhajobé praci, ktera podle mého nézoru
spliiuje vSechny néleZitosti doktorské disertadni prace. Pfispéla k poznéni glykokonjugati
borrelif i klistat a k pochopeni interakce mezi témito organismy. Ziskala vysledky
publikovatelné v mezinarodnich Sasopisech a prokazala schopnost samostatné v&decké prace.
Doporucuji proto, aby Mgr. Marii Vancové byl po usp&sné obhajob¢& diserta¢ni prace a
splnéni viech dalsich ptedepsanych néleZitosti udélen akademicky titul doktor gPh.D).

(s

V Praze dne 9. bfezna 2006 Prof. Petr



POSUDOK
na dizertacnu pracu
Mgr. Marie Vancovej:

STRUCTURAL AND FUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF SPIROCHETES,
CAUSATIVE AGENTS OF LYME DISEASE

Posudzovana praca rie$i aktualnu problematiku vyskumu klieStami prenaSanych
patogénov, zhladiska charakterizacie a lokalizdcie uhlohydratov na povrchu patogéna,
Borrelia burgdorferi s.s., ale aj objasnenim ultraStruktiry buniek slinnych Zliaz vektora,
kliesta I ricinus ainterakciami medzi boréliami a klieStom. Pre pochopnie prenosu
patogénov z cicajuceho kliesta na hostitel'a a zavedenie G¢innych preventivnych opatreni je
nevyhnutné ziskat’ ¢o najviac poznatkov o aktivnych latkach v patogénovi a vektorovi, ktoré
sa na tychto procesoch mézu podiel'at’. Preto si myslim, Ze zvolena téma je vysoko aktuélna.

Prica je napisana v angli¢tine na vel'mi dobrej Grovni, prehladne a zrozumitel'ne. Po
technickej stranke si autorka zvolila formu sthrnu manuskriptov so stru¢nym literdrnym
prehl'adom, ktory je obsiahnuty na 12 stranach. Takymto sposobom autorka podava uceleny,
jasny obraz o danej problematike. Malou vyhradou je chybanie kapitoly ,,Ciele prace®. Aj ked’
st ciele prace popisané v kazdom manuskripte, kratky suhrn cielov dizertacnej prace, tak ako
st prezentované v autoreferate by vSak nebol na Skodu.

Vysledkova Cast’ pozostava z troch samostanych Casti. Prva publikdcia je venovana
tadiu glykokonjugatov borélii, ich lokalizacii ako aj charakterizacii ich olichosacharidovych
zlugenin. Pre presna lokalizaciu a identifikdciu sacharidov na povrchovej membrane
a membranovych vezikuloch borelii boli pouzité viaceré metodické pristupy pripravy,
znalenia a spracovania preparatov, ktoré boli vizualizované transmisnou elektrénovou
mikroskopiou. Na povrchu vonkajSej membrany boli vSak okrem glykokonjugatov B.
burgdorferi s.s. naviazané aj glykozylované zluCeniny z BSK-H média, v ktorom boli
spirochéty kultivované. Preto by som sa chcela opytat, Ci je moZné pouZit' aj iné pristupy
Stidia Struktiry borélii bez potreby kultivacie, napriklad priamo v nakazenych kliestoch,
respektive v koZi hostitela? TaktieZz by ma zaujimalo, Ci autorka v budicnosti nepldnuje
Studovat ultrastruktiru inych zdstupcov komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato?

Druh4 ¢ast’ vysledkov je venovand ultrastruktire slinnych Zliaz nenacicanych ako aj
CiastoCne nacicanych samic I ricinus, identifikacii a lokalizacii sacharidov prostrednictvom

ich schopnosti viazat’ $pecifické lektiny. Zaujimavy je nalez pritomnosti kyseliny sialovej



7 Ciastoéne nacicanych samic, ktorej pritomnost’ nebola doteraz v klieStoch zachytena. Na
autorku mam preto otdzku: Akd méze byt podla vas funkcia kyseliny sialovej? Myslite si, Ze
kyselina sialova by mohla chrdnit’ cicajiice klieste pred ticinkom komplementu hostitela, tak
ako je to u niektorych prokaryotov?

Tretia ¢ast’ dizertadnej prace sa zaobera ultrastruktirou a interakciami medzi B.
burgdorferi s.s. a bunkami slinnych Zliaz kliesta. Ziskané poznatky o lokalizacii borélii na
povrchu slinnych Zliaz, a nie vo vnitri acinov si velmi hodnotné a zasliZili by si d’al'Sie

stadium. Pldnujete sa v budiicnosti uberat’ aj tymto smerom?

Zaverom konstatujem, ze Mgr. Marie Vancova predlozila pracu vysokych odbornych kvalit,
a preto doporu¢ujem, aby po uspesnej obhajobe a za predpokladu splnenia vsetkych d’al’Sich
naleZitosti jej bol v salade s platnymi predpismi udeleny vedecko-akademicky titul PhD.

V Bratislave, 15. marca 2006 MVDr. Markéta Derdakova, PhD.



