Oponentsky posudek diplomové prace Be. Veroniky Vostiiidkové: ,,Homolog stievni
serinové proteazy klist’aka Ornithodoros moubata®.

PiedloZena magisterska diplomova prace se vénuje izolaci genu kodujici serinovou
proteazu klistaka Ornithodoros moubata, piipravé rekombinantniho proteinu a
polyklonalnich protilatek, semikvantitativni analyze mRNA v tkanich klidt'dka a lokalizace
nativniho proteinu ve stievé O. moubata.

PtedloZena diplomova prace se sklada z uvodu, materidlu a metod, vysledku, diskuze,
zaveéru a seznamu pouzité literatury. V uvodu nas diplomantka stru¢né seznamuje s klistakem
O. moubata, ulohou jeho stfeva v traveni a obrané klist'aka proti patogeniim a také se
skupinou serinovych proteaz u krevsajicich ¢lenovet véetné klist'at. V ¢asti material a metody
na deseti strankach stru¢né popisuje metody pouzité beéhem prace véetné€ izolace RNA, cDNA
syntézy, RT-PCR, klonovani, exprese rekombinantniho proteinu, piipravy polyklonalnich
protilatek, imunoblotingu, RNA interference, imunolokalizace proteinu a antimikrobialnich
testd. Nasledujici vysledky, diskuze a zavér shrnuji ziskané data o homologu stfevni serinové
proteazy klist'aka O. moubata.

K diplomové praci mam ptipominky a komentate spiSe formalni.

Str. 10. LB medium se nazyva Luria-Bertani, ne Bretani.

V popisu sloZeni pufrii se musi dodrZovat stejné jednotky koncentrace chemikalii — M nebo
mM.

Str. 16, kapitola 3.6. Véta nesmi zacinat ¢islovkou (10 klistaka...), str. 18 totéz.

Str. 17. Staphylococcus sp. Sp. se nepise kurzivou.

Str. 27, 2. odstavec. Chybi pismenko o (...ds RNA vlivnéna...)

Str. 29. Tato protilaky..., spravné tyto protilatky.

Metody by mély byt popsany piesné, aby je kdokoli mohl podle Vasich navoda zopakovat.
Nezbytné detaily (koncentrace templétu a primert, pouZity enzym) chybi v podkapitole 3.3.4
PCR reakce. Radila bych omezeni pouziti slov asi v pfipadech, kdy se jedna o pfesné
vyjadieni.

K casti vysledkd nemam Zadné zavazné ptipominky. Diplomantka pfedstavuje vysledky jako
struény soubor dat ziskanych v pribéhu izolace homologu stfevni serinové proteazy klistaka
0. moubata. Provedena srovnavaci analyza ukazala, Ze homolog serinové protedzy klist'aka se
1i8i od podobnych peptidi pfitomnych v databézi a nejvice se podoba stievni serinové
proteéaze klistéte Haemophysalis longicornis. Pomoci metody dvoukrokové RT-PCR bylo
prokazano, ze exprese mRNA pro SPH probiha vyhradné ve stievni tkani jak krmenych, tak i
nekrmenych klist'aka. Klonovanim kédujici sekvence genu pro SPH byla zajisténa produkce
rekombinantniho proteinu v bakteridlnim expresnim systému. Rekombinantni bilkovina
velikosti 34.5 kDa byla akumulovana v inkluznich téliscich a po purifikaci na Ni-chelata¢ni
kolon¢ byla provedena renaturace izolované bilkoviny metodou klesajici koncentrace
mocoviny v TBS s merkaptoethanolem a L-argininem. Polyklonalni protilatky byly
pfipraveny v mySich a pomoci metod dot blot a imunoblot prokazana jejich dostate¢na
specifita a senzitivita pro detekci rekombinantniho SPH. Pfi imunolokalizaci proteinu SPH ve
sttev€é O. moubata pomoci ziskanych protilatek nebylo dosazeno o¢ekavanych pozitivnich
vysledkl. Na polotenkych fezech stfeva O. moubata reagovaly polyklonalni protilatky
nespecificky. Metoda imunolokalizace proteinu ve stievé byla provedena kvalitné a negativni
vysledky nepovazuji za chybu diplomantky, ale za vadu, kterd miZe byt odstranéna
optimalizaci vySe zminéné techniky. Antibakteridlni testy s rekombinantni bilkovinou
ukazaly, ze SPH nevykazuje antibakterialni G¢inky proti ¢tyfem riiznym zkouSenym druhiim
bakterii. PouZitim techniky RNA interference v piipadé stfevniho homologa serinové proteéazy



O. moubata nebylo prokazano potlaovani tvorby SPH. U viech klidtaki byl protein
detekovan ve stfevni tkani i stfevnim obsahu po injekci ds RNA proti SPH do hemolymfy O.
moubata. Zajimavé je prokézani ptitomnosti dvou forem SPH ve stievé klistaka.

K diplomantce mam nasledujici otazky.

Pro¢ byla kodujici sekvence pro SPH zaklonovéana do expresniho vektoru bez sekvence
signalniho peptidu?

Cim vy svetlujete ptitomnost dvou forem SPH ve stievni tkani a jenom jedné ve stievnim
obsahu O. moubata?

Pro¢ si myslite, ze krali¢i protilatky jsou k imunolokalizaci proteinu ve stievé vhodné&jsi
nez mysi protilatky?

Na zavér chei fict, Ze v pfedloZené praci Veronika Vostifidkova ukéazala dostateéné znalosti
molekularn¢ biologickych technik, které vyuzila k izolaci homologu stfevni serinové proteazy
klistdka O. moubata, produkci jeho rekombinantni formy a studiu jeho tlohy v obrang
klistdka. Metody byly provedeny kvalitné a v pfitomnosti pfislusnych kontrol. Diplomantka
prokazala dukladnost, pfesnost a upfimnost ve vyhodnoceni dat a vysledkii. Podle mého je
kvalita a objem diplomové prace dostateény. To, Ze nebyly nalezeny odpovédi na nékteré
otazky, si vysvetluji tim, Ze nékteré cile piesahuji tikol studenta magisterského studia (RNAi u
O. moubata nebyla dosud popséna).

PredloZena prace spliluje pozadavky kladené na magisterskou praci a doporuéuji ji
k obhajobé.

V Ceskych Budg&jovicich dne 15. 5. 2006
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Dr. Natalna Rudenko, PhD.



Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Veroniky Vostitidkové:

Homolog stievni serinové protedzy kliSt’aka Ornithodoros moubata

Prace se zabyva molekularni, biochemickou a imunologickou charakterizaci stievni
serinové proteazy u zminéného druhu. Studovana problematika navazuje na vyzkum v této
oblasti provadény Skolitelem a jeho laboratofi. Autorka pouZiva k feSeni problematiky
komplexni pfistup, ktery vyuziva Sirokou Skalu molekularné biologickych a imunologickych
metod. DosaZené vysledky jsou srovnavany s literarnimi idaji a prace je doplnéna fadou
obrazki, schémat a jednim grafem. Predklddana prace ma klasické &lenéni na Uvod, Cile
prace, Metodiku, Vysledky, Diskuzi, Zaver a Literaturu. Je psana jasnou a srozumitelnou
¢edtinou bez vyznamnych jazykovych a stylistickych chyb.

K jednotlivym kapitolam:

Uvod — autorka zde shrnuje poznatky o biologii kliitaka, jeho zptisobu Zivota, pFjmu potravy,
traveni a uloze serinovych protedz ve stievé. Posledné zminéné problematice je vénovana
nejvétsi ¢ast. K Uvodu mam nasledujici dotazy:

- Opravdu nema pouzity druh Zadny typ extracelularniho stfevniho traveni?

- Jak konkrétné serinové proteazy ovliviiuji signal, ktery spusti obranné mechanismy
klist'aka?

- Posledni odstavec str. 5 — z tidaje zde uvedeného neni zcela jasné, do jaké miry tato
magisterska prace navazuje na préci bakalafskou a co bylo pfesné jejim pfedmétem - autorka,
zde tvrdi, Ze...”Tato prace vychézi z moji prace bakalaiské....(Grunclova, nepublikovano)”.
K ¢emu patii uvedena citace?

Material a metody — autorka zde podrobné popisuje velmi Siroké spektrum pouzitych metod.
Je tfeba ocenit jejich pfehledny a jasny popis. Zvladla autorka opravdu vSechny uvedené
metodiky sama nebo byly nékteré provadény jinymi ¢leny skolitelské laboratote pfip.
zajistény komercné?

Vysledky — autorka pfehlednou formou dokumentuje dosazené vysledky: charakterizovala gen
pfislusné serinové protedzy a v expresnim systému pfipravila jeho rekombinantni flizni
protein, ktery byl pouzit na piipravu polyklonalnich mysich protilatek. Pomoci
immunoblotingu prokézala autorka tento antigen ve stfevni tkani i sttevnim obsahu klist'aka a
vyloucila moZnost exprese piislusné mRNA ve spojitosti s pi{jmem potravy. Naopak metody
RNA interference a imunolokalizace ve stfevni tkani se za danych podminek ukazaly jako
nevhodné.

Dotazy a poznamky:

- str. 21, obr. 3 — jevi se jako dosti nepfehledny, UF a F ¢asti mély byt bud’ umistény vedle
sebe nebo alespon oddéleny mezerou. Mozna by bylo vhodné kriticky prouZek oznacit Sipkou
(plati 1 pro nékteré dalsi obrazky véetné PAGE)

- str. 25, obr. 8 — byly frakce jimané po vyteceni z kolony sbirany po 1 minut€? Tento daj
véetné objemu frakei chybi.

- str. 26, obr. 9, 3. vzorek — davka 10ug rekombinantniho proteinu je na pouzité fedéni
protilatek obrovska a z reakce se toho nedd moc poznat.

- str. 26, obr. 10 — popis molekulové hmotnosti standardi zde selhal

- str. 27 + obr. 12. Popis obrazku je dosti neptehledny, nicméné z n&j plyne, Ze ve stievni
tkani pravdépodobné existuji dvé formy serinové proteazy. Pro¢ tuto skuteénost
nedokumentuje i obrazek 10?



Diskuse - autorka zde vysvétluje dosazené vysledky a srovnava je s literarnimi udaji — k tomu
mam nasledujici dotazy:

- serinové proteazy byly uz popsany u fady druht klist'at a povétsing se zd4, ze jsou
aktivovany po nasati krve. U protedzy klist'dka tak tomu zfejmé neni. Ma pro to autorka
né&jaké vysvétleni?

- na str. 31, 3. odstavec se piSe, Ze identifikovana serinova protedza nema proteolytickou
aktivitu — to je pro proteazu dosti tristni. MZe to autorka néjak okomentovat?

Zavér — str. 34, 2. odstavec — pise se zde “Podle dosavadnich vysledki souvisi exprese mRNA
pro SPH se sanim klistéte...”. Pokud se tim mysli obecny literarni udaj, tak ten nema v
Zavéru co délat, tam je tieba stru¢né uvést jen dosaZené vysledky

Obecné formalni pfipominky:

- vysledky u diplomové prace, kde je autorem jedna osoba by mély byt uvadény v 1. osobé
jednotného ¢isla — nikoliv mnozného, jak se ob¢as objevuje

- jedna se o Cesky text, nemélo by se pfi citované literatuie uvadét “et al.” ale “a kol.”

- mé&lo by se psat Malpighické trubice, ne Malpigické

- Coomassie Briliant Blue se ¢astéji piSe s velkymi pismeny (viz napf. str. 14)

Zavérem - autorka pracovala na zajimavé problematice, zvlasté pouzité metody jisté
vyzadovaly velké Gsili a asové nasazeni. Prokédzala schopnost orientovat se v odborné
literatufe a vlastni vysledky s literarnimi idaji porovnévat. Na préci je nutno ocenit
komplexni pfistup a velmi rozsédhlou $kdlu zvladnutych metodik. Skute¢nost, Ze se nékteré
pfistupy ukéazaly jako nevhodné, nepovazuji z tohoto pohledu za diivod ke sniZenému
hodnoceni prace. Uvedené ptipominky povazuji pfevazné za formdlni a pokud budou
uspokojivé vysvétleny vznesené dotazy, hodnotim ji zndmkou ,,vyborny*
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V C. Budgjovicich, 19. 5. 2006 Dalibor Kodrik





