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Diplomova prace zpracovava zajimavé téma diferencialné exprimovanych gent dvou
proteinti ve slinach klistéte Ixodes ricinus. SALP15 ptibuzného klistéte (I scapularis) byl
neddvno identifikovan jako tzv. SAT faktor, ktery zvySuje pravdépodobnost pienosu
boreliové infekce. Vzhledem k této skutecnosti je pfedkladana prace vysoce aktualni.

Sedmnactistrankovy literarni piFehled poskytuje podrobny Gvod do studované
problematiky. Text je doplnén dvéma tabulkami se seznamem virG a bakterii pfenaSenych
klistaty. Celkové dobry dojem z kvalitni literarni reSerSe vSak kazi chyby v citovani a ob&as
nepiesné formulace. Cile priace jsou jasné definovany v sedmi bodech, kterym piedchazi
spoleény uvod. Kapitola material a metody je obsahla, pfesto prehledné uspoiadana.
K vétsiné pouzité metodiky se bohuzel nemohu vyjadfit, protoze s metodami molekuldrni
biologie jsem obeznamena pouze teoreticky. Vysledky experimentti jsou shrnuty v Sesti
kapitolach na 12 straniach doplnéné pfisluSnou fotodokumentaci. Nasleduje podrobna
diskuze, ktera porovnava ziskané vysledky s jiz publikovanymi pracemi a, coZz mé& mile
ptekvapilo, také naznacuje smér dal§iho vyzkumu obou studovanych proteinti. Na zavér jsou
shrnuty nejvyznamnéj$i vysledky celé prace. Citovana literatura obsahuje 114 citaci
ptvodnich praci i literarnich reSersi, v€etné téch nejnovéjsich. Praci dopliiuje kopie posteru
prezentovaného na nedefinované konferenci.

Cela prace je i pres drobné formalni nedostatky zpracovana peclivé a podrobné a bude
jisté dobrym vychozim materidlem pro studenty, ktefi budou na tuto praci navazovat. Svym
rozsahem prace plné spliiuje podminky kladené na diplomovou préci, a proto ji doporuéuji
k obhajobg.

V Praze dne 22. ledna 2007
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RNDr. Iva Rohousova, Ph.D.



Otazky a pfipominky:

Literarni piehled
str. 6, odstavec 3
str. 8, odstavec 3,6

str. 9, odstavec 1
str. 9, odstavec 2

str. 9-11,tab. 1 a2
str. 11, odstavec 2
str. 11, odstavec 4
str. 12, odstavec 3

str. 14, odstavec 1
str. 14, odstavec 4

str. 15, odstavec 2
str. 18, odstavec 4

str. 19, odstavec 2
str. 19, odstavec 3

str. 21, odstavec 2

Material a metody

,.Identifikovani téchto proteini ... — pieklep

1. ricinus ... — pfimlouvam se za to, aby se na za¢atku véty
nepouzivalo rodové jméno ve zkracené podobg.

Je zbyte¢né de€lat odstavec o jedné veéte.

»Béhem piiStiho sdni se pFenaseji skrze slinné zlazy na dalSiho
hostitele.* Touto cestou — pies slinné Zlazy — se prenaseji vSechny
patogeny?

Pro pfehlednost by bylo lep$i mit celou tabulku na jedné strance.

V legendé¢ k tabulce by mél byt uveden zdroj informaci.

Pozor na slovosled — kli§tata z kmene Apicomplexa neexistuji.
Babesidza je pfenaSend pouze klistaty rodu Ixodes?

Chybi citace; méla by byt aspoii u idaje o prevalenci infikovanych
klist'at.

Chybi citace.

U posledni véty odstavce chybi citace.

» -.. v mistnich lymfatickych uzlinach ...“ — pfesné;si by bylo ,,ve
spadovych uzlinach™

pieklep ve vété - ,,Silnd DTH reakce mutiZze poskodit klistéte, ...
Znamena to, Ze IgG vazajici proteiny se u samic nevyskytuji?
»Naopak jiné nalezy vykazuji SGE zvySenou produkei IL-10.%

Z této véty neni ziejmé, jestli se tato informace tyka stejného druhu
klistéte jako v predchozi vété (1. ricinus) nebo jiného druhu.

V textu plisobi rusive, kdyz je v jedné vété vysvétlovano vice zkratek.
Isac je onen 18kDa protein zmiflovany v pfedchozi vété nebo se jedna o
dal3i protein, ktery ma vliv na komplement?

Pokud zde uvedené informace neplati pro SALP15 proteiny vSech
druht klist’at, je tfeba napsat, o jaky druh klistéte jde.

V Cestiné se pisi desetinné ¢arky, ne tecky.

str. 26, kap. 4.2.1
str. 28, kap. 4.2.6

Jak se homogenizuje klist&é?
,,PO ochlazeni naled€ bylo ...“ — pteklep

str. 33, kap. 4.2.19 Pro¢ byl k imunizaci mySi pouZit protein z polyakylamidového gelu

Vysledky
str. 36, kap. 5.3
st. 40, kap. 5.4

str. 41, odstavec 1

Diskuze
str. 47, odstavec 2

str. 48, obrazek 18

a ne purifikovany protein?

Plinujete ovéreni piredpokladanych posttransla¢nich modifikaci?
Je znamo, jestli se tyto proteiny (nebo jejich geny) nachazeji také u
samci nebo u nedospélych stadii (larvy, nymfy)?

,»Bylo zjisténo, Ze exprese gent pro SALP14 a SALP15 je tkanové
specifické.” — pieklep ,, ... exprese gent ... je ... specificka.”

» --. Vyskytuji se na Americkém kontinentu.* — pieklep

,» ... nebyly z velké &asti tyto proteiny ...“ — pteklep

V legendé k obrazku chybi vysvétleni, co znamena prostiedni sekvence
a co znaci znaménko + (totéz pro obrazek 19 na nasledujici stran&)



OtazKky a pripominky:

Literarni pfehled

str. 6, odstavec 3 ,.Jdentifikovani téchto proteint ... — pieklep

str. 8, odstavec 3,6 I ricinus ...“ — pfimlouvam se za to, aby se na za¢atku véty

str. 9, odstavec 1
str. 9, odstavec 2
str. 9-11,tab. 1 a2
str. 11, odstavec 2
str. 11, odstavec 4
str. 12, odstavec 3

str. 14, odstavec 1
str. 14, odstavec 4

str. 15, odstavec 2
str. 18, odstavec 4

str. 19, odstavec 2
str. 19, odstavec 3

str. 21, odstavec 2

Material a metody

nepouzivalo rodové jméno ve zkracené podobe.

Je zbyte¢né délat odstavec o jedné vété.

»Béhem priStiho sini se prenaseji skrze slinné zlazy na dalsiho
hostitele.“ Touto cestou — pies slinné zlazy — se pirenaseji vSechny
patogeny?

Pro pfehlednost by bylo lepsi mit celou tabulku na jedné strance.
V legendé k tabulce by mél byt uveden zdroj informaci.

Pozor na slovosled — kli$tata z kmene Apicomplexa neexistuji.
Babesioza je pfenasena pouze klistaty rodu Ixodes?

Chybi citace; méla by byt aspoil u udaje o prevalenci infikovanych
klistat.

Chybi citace.
U posledni véty odstavce chybi citace.
»» ... v mistnich lymfatickych uzlinach ... — pfesné&jsi by bylo .,ve

spadovych uzlinidch*

preklep ve vété - ,,Silnd DTH reakce muize poskodit klistéte, ...
Znamena to, Ze IgG vazajici proteiny se u samic nevyskytuji?
»Naopak jiné nalezy vykazuji SGE zvySenou produkei IL-10.

Z této véty neni ziejmé, jestli se tato informace tyka stejného druhu
klistéte jako v predchozi vété (I. ricinus) nebo jiného druhu.

V textu pisobi rusivé, kdyz je v jedné véte vysvétlovano vice zkratek.
Isac je onen 18kDa protein zmiflovany v pfedchozi vété nebo se jedna o
dalsi protein, ktery ma vliv na komplement?

Pokud zde uvedené informace neplati pro SALP15 proteiny viech
druht klistat, je tfeba napsat, o jaky druh klistéte jde.

V &edtiné se pisi desetinné ¢arky, ne tecky.

str. 26, kap. 4.2.1
str. 28, kap. 4.2.6
str. 33, kap. 4.2.19

Vysledky
str. 36, kap. 5.3
st. 40, kap. 5.4

str. 41, odstavec 1

Diskuze
str. 47, odstavec 2

str. 48, obrazek 18

Jak se homogenizuje klist&é?

,P0 ochlazeni naledé bylo ... — pteklep

Pro¢ byl k imunizaci mySi pouZit protein z polyakylamidového gelu
a ne purifikovany protein?

Planujete ovéreni predpokladanych posttransla¢nich modifikaci?
Je znamo, jestli se tyto proteiny (nebo jejich geny) nachazeji také u
samci nebo u nedospélych stadii (larvy, nymfy)?

,»Bylo zji§t€no, Ze exprese genti pro SALP14 a SALP15 je tkafiové
specifické.” — preklep ,, ... exprese gent ... je ... specificka.”

» - Vyskytuji se na Americkém kontinentu.* — pieklep

,» ... nebyly z velké ¢asti tyto proteiny ...“ — pieklep

V legendé k obrazku chybi vysvétleni, co znamen4 prostiedni sekvence
a co znaCi znaménko + (totéz pro obrazek 19 na nasledujici strané)



str. 49, odstavec 2, ... tento jev koleruje ...“ — pieklep

str. 50, kap. 6.4 Piedpoklidate u sani na infikovaném hostiteli, Ze zména exprese
proteinu SALP1S bude pouze v kvantité nebo i v ¢asové dynamice
exprese?

str. 51, odstavec 4  Planujete pFipravu rekombinantnich proteini i v neprokaryotnim
systému?

Piiloha

Neni uvedena v obsahu ani neni nikde napsané, o co se jedna. Ctenaf miZe jenom tusit, Ze se
jedna o poster z konference (z jaké?).



Posudek na magisterskou diplomovou praci Be. Terezy Matéjovské ,,Identifikace a
charakterizace diferenciilné exprimovanych geni pro Salp 14 a Salp 15 u klistéte Ixodes

ricinus

Magisterska prace vychazi z dlouhodobého zaméfeni Oddéleni molekularni ekologie
parazitt na diferencialné exprimované geny kliStécich slinnych Zl4z a jejich Glohu v pfenosu
vyznamnych patogenti. Tereza si vybrala dva proteiny, které nepochybné hraji vyznamnou
roli pii sani kli$tat. Salp 14 je inhibitorem koagulace, Salp 15 je imunomodula¢nim proteinem
a prvnim a dosud jedinym znamym SAT faktorem, tj. faktorem, ktery umoznuje klistécimi
slinami aktivovany pfenos patogent jako je Borrelia burgdorferi. Oba proteiny byly
identifikovany u amerického pfenasece Lymeské boreliozy, klistéte Ixodes scapularis a
Tereza se rozhodla nalézt homologni geny u naSeho klistéte 1. ricinus, studovat zavislost
jejich exprese na sani krve a pfipravit tyto proteiny v rekombinantni formé.

Diplomova prace je klasicky ¢lenéna. Literarni pfehled na 16 stranach zahrnuje
informace o ekologii klistéte 1. ricinus, klistaty pfenaSenych patogenech, podrobné se vénuje
interakci klisté — hostitel, at’ jiz z hlediska hemostazy, nebo imunitni odpovédi hostitele a
jejiho ovlivnéni klistécimi slinami.

Kapitola Material a metody (10 str.) je dostateéné podrobna a metody jsou usporadany
v potadi, v jakém autorka postupovala od piipravy cDNA aZ k purifikaci rekombinantnich
proteint a piipravé imunniho séra.

Vysledky (12 str.) jsou podrobné zpracovany a dobfe dokumentovany. Ukazuji, ze
Tereze se podafilo splnit prakticky vSechny stanovené cile. Izolovala celé transkripty gent pro
proteiny Salp 14 a 15, analyzovala je a porovnala se sekvencemi podobnych gent
v databazich. Zjistila, Ze oba geny jsou specificky exprimovany jen ve slinnych Zlazach a
jejich exprese je indukovana piijmem potravy. U proteinu Salp 15 Tereza potvrdila zvySenou
expresi u klistat infikovanych boreliemi tak, jak to bylo popsano pro Salp 15 z I scapularis.
Tereza pripravila oba proteiny v rekombinantni formé, purifikovat se ji podatilo pouze Salp
14, proti kterému také piipravila polyklonalni protilatku.

V Sestistrankové diskusi se Tereza zabyvala skupinou sekretovanych proteina Salp a
jejich dosud zndmymi funkcemi.VétSina téchto proteinti byla charakterizovana u amerického
klistéte 1. scapularis a je jist¢ zasluzné detekovat a charakterizovat homologni proteiny u
naseho klistéte I ricinus. Na tomto misté bych chtél zdiraznit skute¢nost, Ze i kdyz u
nékterych sekretovanych proteint z 1. scapularis byla popsana jejich antihemostaticka ¢i

imunomodulaéni aktivita, pouze u jediného (Salp 15) bylo prokazano, ze funguje jako SAT
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faktor. U klistéte 1. ricinus nebyl dosud zadny SAT faktor identifikovan. V tomto sméru vidim
hlavni vyznam ptedloZené diplomové prace. Tereza se naucila metody molekularni biologie,
nalezeni genu, studium jeho exprese a piipravu rekombinantniho proteinu. V diskusi
naznacila dal$i moznosti vyzkumu v této oblasti, to znamena studium biologickych vlastnosti
rekombinantnich proteinti v€etn€ ovéteni jejich aktivity jako SAT faktor bud’to ovlivnénim
mnoZeni patogena v hostiteli pfi spole¢né inokulaci, nebo vypnutim piislusného genu
metodou RNAI.

Na zavér svého posudku si nemohu odpustit nékolik kritickych piipominek a dotazi.
Na str. 2 v Anotaci bych chtél poopravit tvrzeni, Ze oba proteiny, Salp 14 a 15, byly
izolovany. Podle vysledki to plati pouze o Sapl 14.
Na str. 4 v Obsahu a na str. 25 je §patné uvedeno jméno firmy, ktera piipravila pouzité
primery. Spravné je Generi Biotech.
Na str. 6 v Uvodu je chybn& uvedeno, Ze kli§tata pfenaseji Zlutou horetku. Ziejmé se jednd o
virus zluté zimnice, jehoZ hlavni vektorem je komar rodu Aedes (zejména A. aegypti).
Str. 6 posledni véta: spravné je ,,vakcinu proti kli§tatim a jimi pFendSenym patogeniim™
Str. 14, 4. odstavec: ,,imunogeny klistéte jsou Langerhansovymi a dal§imi APC vystaveny
v mistnich lymfatickych uzlindch B-lymfocytim, coZ vede k produkei protilatek®. Jak
rozpoznavaji B lymfocyty antigen?
Str. 17, 8. f. od shora: ,,Salp 14 a Salp 9 maji imunomodulaéni vlastnosti“. Jaké?
Str. 17, 4. f. odspodu: ,,v devadesatych letech zacaly pokusy*.
Str. 18, uprostied: v odstavci objasiiujicim mechanismus ptsobeni Salp 15 na T lymfocyty
chybi recentni citace Garg et al.: Cutting edge: CD4 is the receptor for the tick saliva
immunosuppressor, Salp15. J. Immunol. 2006, 177: 6579-83.
Str. 19 dole: ,,18 kDa velky protein, ktery inhiboval vznik komplementu alternativni cestou®
Misto vznik ma byt aktivaci.
Str. 21 - 22: do kapitoly o vyvoji vakcin proti klit'atim by bylo vhodné doplnit praci Labuda
et al.: An antivector vaccine protects against a lethal vector-borne pathogen. PLoS Pathog.
2006 Apr;2(4):e27. Epub 2006 Apr 7.
Str. 26, 4.2.1: Jakym druhem borelii byla klistata infikovéana a jak bylo ovéfeno, Ze byla
skute¢né infekéni?
Str. 33, 4.2.18: pro¢ se mluvi o imunodetekei, kdyZz pii detekci rekombinantniho proteinu
zadna protilatka pouZita nebyla?

Str. 43: v popisu obrazku 13 je ziejmé piehozeno oznaeni D a N.



Str. 51: v Diskusi se mluvi o produkci Salp 15 bez signélni sekvence, ale ve Vysledcich o tom

nic neni.

Kromé drobnych dotazti uvedenych vyse bych byl rad, kdyby se mohla Tereza Matéjovska
vyjadfit k problematice volby expresnich systémii v souvislosti s funkci rekombinantniho
proteinu. Jinymi slovy jaka je Sance, Ze protein vyrobeny v prokaryotnim systému bude

biologicky (imunologicky) funkéni.
Zavér: pres drobné kritické pfipominky bych rad zdlraznil, Ze diplomova prace je napsana
peclivé, péknym jazykem. Autorka zvladla fadu metod molekularni biologie, dosazené

vysledky jsou dobfe dokumentovéany a zasvécené diskutovany. Praci doporucuji k obhajobé a

navrhuji znamku vyborné.

V C. Budgjovicich 22.1. 2007
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Doc. RNDr. Jan Kopecky, CSc.




