Oponentsky posudek magisterské diplomové priace Niny Ruzi¢kové na téma:
»Charakterizace rodiny proteinti o molekulové hmotnosti 18.7 a 19 kDa ze slinnych 714z
klistéte Ixodes ricinus

(vypracoval Petr Kopacek, Parazitologicky tstav BC AVCR)

PredloZena magisterské prace je standardniho formétu, rozd&lena na obvyklé kapitoly Uvodu,
Metodiky, Vysledki, Diskuse a Literarnich odkaz. Je sepsana na 53 stranach a po formalni
strance je zcela v poradku.

Uvodni literarni prehled je sepsan srozumitelng a &tivé, nasel jsme v ném jen minimalni
mnozstvi preklepii a chyb. Na strané 2 mi napiiklad chybéla reference k serpinu HLS-2 z
klistéte Heamaphysalis longicornis. Zarazilo mé i ponékud personifikujici vyjadieni na strané
7, ze inhibitory protedz maji ,,na svédomi* n&jaké procesy. Na téze strané bych nesouhlasil

s tvrzenim autorky, Ze ,,vakcinace exponovanymi antigeny je G¢inné&j$i nez pouZiti skrytych
antigen®. O tom se zastanci obou tabori tj. "exposed vs. concealed antigens* pii hledani
ucinné proti-klistéci vakeiny samoziejmé neustéle pfou. Pravdou ale je, Ze jedinou komeréni a
fungujici vakcinou tohoto druhu je praveé skryty antigen Bm85 ze stieva klistéte Boophilus
microplus, ktery Nina o par fadkt dale také zmiriuje.

Hlavnim nedostatkem tivodni ¢asti se mi jevi fakt, Ze ¢tenaf je nedostateéné seznamen, co
vlastné je rodina proteinii 18,7 a 19 kDa a protein oznaceny jako ¢90. Srozumitelnosti prace
by velmi prospélo, kdyby obrazky 2 a 3 pouzZité ve vysledcich a pochazejicich z prace
Chmelar et al. v BMC Genomics byly uvedeny v uvodu jako vychozi stav této préce.

V experimentalni Casti nalezneme typickou smésici ¢eského, anglického a ¢esko-anglického
nazvoslovi. Priklad(l jsem nalezl mnoho, ale nebudu jimi zdrzovat. Nina poctivé rozepisuje
téméer viechny pipetovaci schémata, ale napriklad se nikde nedozvime, jak vypadal konstrukt
pro rekombinantni ¢90, z jakych useki a jak byly navrZeny primery a jaky kit byl pouzit pro
pfipravu dsRNA. Miij dojem z metodické ¢asti byl, Ze Nina ne vZdy piesné védéla, co, pro¢ a
jak dela.

Nejvic rozport a otazek piinasi ¢ast vysledku. K jiZ zminénym obrazkim 2 a 3. Uvital bych,
kdyby napt. v ptiloze bylo uvedeno srovnani nukleotidovych sekvenci proteini ze skupiny
¢90-96, aby se dalo odhadnout, do jaké miry miize byt amplifikace piislusného produktu a
nebo RNA interference specifickd. Pokousel jsem se tento alignment udélat sdm, nenasel jsem
ale zplisob, jak nalézt ptisludné sekvence v databazi GenBank (chybi odpovidajici piistupova
Cisla)

O1: K obrazku 4 mam tento dotaz. Kolik kloni z vysledného PCR produktu jste sekvenacné
ovétila? Patfily vSechny sekvence jednoznaéné ¢90?

Nin¢ se podafilo pfipravit rekombinantni ¢90 expresi v E. coli a izolovala jej z inkluznich
telisek za denatura¢nich podminek v 8M mocoviné. Nasledny refolding vedl ziejmé

k ¢aste¢né agregaci tohoto proteinu. Rozpustné agregaty se podafilo ¢aste¢né odizolovat
gelovou filtraci a snad i iontovou vyménou na MonoQ. S t&mito kroky jsem Niné pomahal na
FPLC, které mélo té€sné pied svou smrti, takze ji nebudu vy¢itat, Ze neuvedla odpovidajici
chromatogramy. Pouze vytknu kvalitu obrazku 9, kde autorka prehlidla zcela posunuty popis.
Ziskanym purifikovanym monomerem ¢90 byl imunizovany kralik. O kvalit& ziskanych
protildtek ndm bohuZel nic nefekne imunoblot na obr. 10, ktery je v Eernobilé verzi dost
otfesny.

Jako kvalitativné nejlepsi a do budoucna pouzitelny vysledek se mi jevi dynamicky tkarovy
profil exprese c90 (obr. 11) v pribéhu sani a profil téhoz v riznych vyvojovych fazich klistéte
(obr. 15). Tento vysledek celkem jednoznaéné ukazuje, Ze c90 je exprimovén ve slinnych



zlazach nenasatych samic a v 1.fazi sani tj. do 4. dne. Proto moc nechépu, pro¢ pii dalsich
pokusech napt s RNAIi byly exprese ¢90 analyzovana pomoci RT-PCR nebo imunoblotingu u
klistat sajicich 5 dni. Detekci ¢90 imunoblotingem nelze véfit viibec, podle intenzity prouzki
bych se spi$ klonil k nazoru, Ze se jedna o nespecifické pozadi. Co mi u popisu imunobloti
velmi chybélo bylo, mnoZstvi pouzitych tkdni na jednotlivé jamky a také dobu sani klistéte ,
po které byly tkédn¢ izolovany.

02: K obrazku 13: Drahy 5 a 10 ukazuji kontrolni rekombinantni c90, kde pii proteinovém
barveni (draha$5) je jasné patrny tzv. dimer, ktery vSak nereaguje se specifickou protilatkou
(draha 10). Jak si to vysvétlujete?

Dalsi kapitolou ve vysledcich je pokus o nalezeni funkce c90 pomoci RNA interference.
Vysledky této €asti prace jsou velmi rozporuplné a bez diikladnych kontrolnich experimentt
tézko vysvétlitelné. Hlavni rozpor predstavuje mnohonasobné zvyseni exprese ¢90 po jeho

KD oproti GFP kontrole. Tady je nabiledni otazka:

03: Jak jste, ovéfila, ze vysledny produkt tzv. zvySené exprese po RNAi odpovida skuteéné
c90? Mizete vyloucit, Ze napf.potlatenim exprese c90 nedochazi ke zvyseni hladiny mRNA
ostatnich ¢lenti rodiny ¢91-96, které se pii této RT-PCR mohly amplifikovat?

Dalsi experimenty s napichovanim vody, Gram+ a Gram- bakterii do tohoto paradoxniho
vysledku mnoho svétla nevnesly. Spi nez tapani timto smérem bych upfednostnil zlepSeni
analytické ¢asti, aby bylo skute¢né mozné véfit vysledkiim ziskanym pomoci RT-PCR a
imunoblotingu.

Ocenil jsem, ze Nina v diskuzni ¢asti nepfecenuje vyznam ziskanych vysledki a nerozviji
néjaké malo podloZené teorie. Jenom jsem nepochopil jeji tvrzeni v zavéru diskuse (str. 40),
ze jeji vysledky jsou v n¢jakém rozporu s praci J. Chmelaie v BMC genomics. Mé piipada, Ze
dostate¢né potvrdila, Ze proteiny ze skupiny 18,7 kDa (alespon tedy ¢90) jsou pfitomny
hlavné v nenasatych klist'atech a v prvnich dnech sani.

Pfes uvedené rozpory, otazniky a pfipominky si myslim, Ze Nina pfispéla k poznani funkce
této skupiny proteinti a Ze bude mozné nékteré vysledky jeji prace pouzit (RT-PCR tkafiové
profily, protilatky proti rekombinantnimu ¢90). Po metodické strance je tato diplomova préce
hodné obsaZzna a myslim, Ze diky ni doséhla Nina kvalitniho .,vyuéniho listu® z molekularni
biologie.

Jsem presvédcen, Ze tato diplomova prace urcité spliuje pozadavky Prirodovédecké fakulty

Jiho&eské univerzity v Ceskych Budg&jovicich a jednoznaéné ji doporuéuji k obhajobé pied
ptisluSnou komisi. Klasifikovat tuto praci budu az podle irovné obhajoby.

V Ceskych Budg&jovicich, 25. ledna 2009

Petr\Kopacek



Posudek na diplomovou praci

Nazev priace: Charakterizace rodiny proteini o molekulové hmotnosti 18,7 a 19 kDa ze
slinnych 714z klistéte Ixodes ricinus
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Autor: Be. Nina Ruazickova

Tato diplomova prace je zaméfena na studium proteinli, popsanych na zikladé
ptedchozi analyzy c¢DNA knihovny ze slinnych Zlaz klistéte Ixodes ricinus. Autorka
piedkladané prace se pustila do nelehkého ukolu najit funkci jednoho zastupce studované
rodiny pomoci metod molekuldrni biologie — pfiprava rekombinantniho proteinu a RNA
interference.

Uvod/Literarni p¥ehled na 10 stranich shrnuje zakladni poznatky o modelovém
organismu a vlivu sni kliSté€te na imunitni odpovéd’ hostitele a pfenos patogenii, v posledni
kapitole pak pfedstavuje pouZitou metodu RNA interference. Text je zamé&fen s ohledem na
puvodni hypotézu ohledné funkce zkoumaného proteinu. Jednotlivé kapitoly na sebe logicky
navazuji a jsou napsany ¢tivym védeckym jazykem jen s minimem pieklepi. Kapitola 1.5
(Zplsoby identifikace imunoaktivnich molekul) a pfedevsim pak posledni odstavec je spise
Gvodem k cilim prace. Otdzka: Na str. 7 autorka piSe, Ze vakcinace exponovanymi antigeny
se zdd ucinnéjsi nez v pripadé skrytych antigemii. Presto jedind dosud iispésna antiklistéci
vakcina je zaloZena na skrytém antigenu. Jak si tento rozpor vysvétluje? Cile prace jsou
stru¢né definované na 5 fidcich a zahrnuji jak pouZzité metodické pristupy, tak vSechny
planované (i kdyZz nakonec neuskute¢néné) pokusy. Pouzité metody jsou podrobné a
prehledné rozepsané na 13 strandch, pfesto zde chybi n€kolik informaci, napf. o pouzitych
koncentracich DNA a proteint. Otdzka: Jak byly ziskdny vzorky pro SDS-PAGE? Jakd je
Junkce 50 ul vody v substratovém roztoku pro westernblot? Vysledky experimentii jsou
zpracovan€é na 17 stranach a doplnény kvalitni fotodokumentaci logicky za¢lenénou do textu.
Cast vysledki je v jistém ohledu pouze doplnénim kapitoly Metodika (napt. kapitoly 4.2.1 a
4.5.1), ale to je dano typem prace. Otdzka: Kdo a jakym zpiisobem pFipravil knock-down a
knock-out klistata pro geny GFP, transferin, IxoA a IxoC (obr. 18)? Pro detekci
genu/proteinu c90 byly pouZity vzorky z jednotlivych klistat nebo smésny vzorek? Kapitola
diskuze je nejslabS$im mistem pfedkladané diplomové prace. Na necelych 3 strankach sice
autorka podrobné€ rozebird ziskané vysledky a pfipadné rozpory v ziskanych datech, ale
srovnani s publikovanymi daji se omezuje na citaci 3 praci, coZ je nedostate¢né. Chybi
srovnani s jinymi pracemi at’ uZ metodické (napf. uspésnost tvorby rekombinantnich proteinti
¢i RNA interference u jinych gent klit'at) nebo vzhledem k diskutované funkci ¢90 proteinu
(napf. imunitni odpovéd’ kliStéte na poranéni ¢&i infekci). V&Hm, Ze toto bude napraveno pii
obhajobé diplomové prace. Citovana literatura obsahuje pres 100 citaci pGvodnich praci i
literarnich reSersi, seznam je ptehledny s jednotnym formatem.

Cela prace je peClivé zpracovana, logicky uspofadand, s kvalitni grafickou tpravou.
Autorka se seznamila s fadou molekularné-biologickych metod a dokézala se kriticky postavit
k ziskanym vysledkim. Vynikajicim vystupem této prace je Uspésna exprese rekombinantni
formy zkoumaného proteinu, ktera jist€ poslouzi pro dalsi funkéni studie. Svym rozsahem a
obsahem prace spliiuje podminky kladené na diplomovou praci, a proto ji doporuéuji
k obhajobg.

V Praze dne 23. ledna 2009
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RNDr. Iva Rohousova, Ph.D.



