Hodnoceni Skolitele:

Magisterské diplomova prace Veroniky Vostitidkové ., Homolog sti‘evni serinové proteazy
klisaka Ornithodoros moubata“

Veronika Vostifidkova pracuje v nasi laboratofi od podzimu roku 2002 a je od samotného
pocatku pod odbornym dohledem doktorandky Mgr. Lenky Grunclové. Ve své magistrské praci
navazala na své vysledky ziskané v bakalafském studiu a soustfedila se vyhradn& na blizsi
charakterizaci homologu stfevni proteazy z klistdka Ornithodoros moubata. Obdobi jejtho
magisterského studia 2004-2006 vsak bohuzZel spadalo do doby, kdy byl chov tohoto klistaka
postupné znovuobnovovan z nékolika mélo zdravych jedincii a tak od samého po&atku byl
pristup k experimentalnimu materiélu velmi omezeny. Protein nazyvany SPH (serine protease
homolog) a piezdivany ,houmser” je velmi podobny chymoptrypsinu, ma vak zménény
vechny tfi aminokyseliny katalytické triddy aktivniho mista. Od zagatku tedy bylo ziejmé, Ze
mame co do ¢inéni s neaktivnim homologem serinové protedzy, jehoz funkce v klistécim stieve
neni znama. NaSi hypotézou je, Ze by SPH mohl n&jakym zpiisobem interferovat s nez4adouci
aktivitou serinovych proteaz z hostitelské krve a moZna branit sraZeni krve ve stfevé. Na cesté od
zajimavého genu k proteinu a jeho funkci pouZivame v nasi laboratofi postup — piiprava
rekombinantniho proteinu a monospecifickych protilatek, tkanovy profil exprese mRNA pomoci
RT-PCR, tkanovy profil nativniho proteinu pomoci Western blotingu, imunolokalizace nepfimou
fluorescenci na polotenkych fezech, charakterizace aktivity rekombinatniho proteinu (pokud je
znama) a nov¢ 1 metodu vypnuti genu pro pfisludny protein pomoci ds RNA interference.
Pomoci RT-PCR Veronika prokazala, Ze SPH je exprimovan striktn& ve stievé klistaka. Dale se
ji podafilo v dostateéném mnoZstvi pfipravit €isty a rozpustny rekombinatni SPH. Tento
vysledek neni vzdy samoziejmy a je za nim mnoho experimentélniho usili. Imunizovany krélik
bohuzel posel, takze protilatky byly pfipraveny pouze nahradni imunizaci mysi. Mysi protilatky
se ukazaly jako dostate¢né kvalitni pro detekei nativniho SPH v homogenétu stfeva a stievnim
obsahu pomoci Western blotingu, nicmén& pro imunolokalizace nepiimou fluorescenci na
polotenkych fezech davaji pfili§ vysoké nespecifické pozadi. S timto obecnym jevem mysich
protilatek si zatim neumime poradit a proto nyni pfipravujeme novou imunizaci kralika. Ani
dalsi pokusy s testovanim mozné antibakterialni aktivity, zaloZené na aste¢né homologii s jinym
klistécim proteinem, nepfinesly pozitivni vysledky. Samozfejmé nevime, jestli SPH tuto aktivitu
prosté€ nema nebo je nespravné sloZen. Na podzim minulého roku jsme na kli§téti /xodes ricinus
Gspésné aplikovali metodu vypnutim genu pro feritin pomoci ds RNA interference. Veronika ve
spolupréaci s Ondrou Hajduskem se pokusila tak trochu ,,od boku®, tuto metodu vyzkouset na
klistakovi O. moubata. Prvni predb&Zny vysledek mé uvedl] v nadseni — ve stieve klistaka s tzv.
vypnutym SPH agregovaly hemocyty do roli¢ek, zatimco u kontrolniho klistaka byly volné
distribuované. BohuzZel, dalsi experimenty s RT-PCR a Western blotem ukazaly, Ze existuiji
znacné individuélni rozdily v hladiné mRNA pro SPH a v expresi samotného proteinu u
testovanych klist'dkd a vypnuti genu pro SPH se zfejmé& nepodafilo. Myslime si, Ze
intrahemocoelarni injikace ds RNA do klist'aka je nedostate¢nd pro eliminaci gent
exprimovanych ve stfevé. Abychom toto mohli potvrdit & vyvratit, budeme muset nejprve
provest systematické pokusy s dsSRNA interferenci feritinu, ktery je pro nas kontrolnim genem
rovnomérné exprimovanym ve vSech tkéanich.

Magisterska prace Veroniky Vostitiakové dokumentuje, jak t&Zka miiZe byt cesta od zajimavé
sekvence k publikovatelnym vysledkiim a kolik experimentalni prace a dil¢ich vysledki Gasto
zustava v Supliku, protoZe nejsme momentalné schopni odhalit funkci studovaného proteinu.
Pfesto véfim, Ze se k tomuto tématu vratime, at’ uZ na zaklad& pozitivniho impulsu z literatury,
nebo po vyreSeni technického problému ds RNAI ve stieve klistaki. Pres viechny diléi nezdary,
za kterymi rozhodné neni neschopnost nebo nedostatek snahy si myslim, Ze se Veronika se na
tomto tématu hodné naucila jak z hlediska metodického, tak z hlediska piistupu



k experimentalni praci. V laboratofi si po¢inala zru¢né a zkuSené a nemam pochyb, ze se dobie
uplatni v kazdé biologické a genetické laboratofi jako vysoce kvalifikovana pracovnice.
Nepozoroval jsem u ni pfiliSny zapal pro védeckou praci, piesto ale véfim, Ze téma piinasejici
vice pozitivnich vysledki by ji dokazalo strhnout i timto smérem.

Samotné sepisovani magisterské prace neprobihalo v nijakém mimofadném ¢asovém stresu,
méli jsme pomérné dost prileZitosti konzultovat obsah i formu této prace. Piesto po pro¢teni
svazané prace jsem objevil drobné chyby, kterym se ur€ité bylo mozné vyhnout.

Z vyse uvedeného je, alesponi doufam, ziejmé, Ze jsem s praci Veroniky Vostindkové pomérné
spokojen a jsem piesvédcen, ze jeji diplomova prace s piechledem spliiuje pozadavky kladené
Biologickou fakultou JU pro ziskani magisterského titulu.
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