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Oponentsky posudek na diplomovou praci

Autor: Bc. Helena Pénickova
Nazev: Peptidazy v travicich bunkach stieva klistéte Ixodes ricinus — lokalizace a funkce.

PfedloZena prace je zaméfena na charakterizaci zmén morfologie travicich bunék ve stievé
klistéte I ricinus v pribéhu sani a zmeén v lokalizaci tii travicich peptidaz (katepsin B, L, D) v
téchto bunkach. VytyCenych cilii bylo dosazeno s vyuzitim zékladnich separa¢nich (napf.
afinitni chromatografie), (imuno-)histochemickych a mikroskopickych metod (svételna,
transmisni elektronové a konfokélni mikroskopie). Autorka ve své praci z velké ¢asti navazuje
na vysledky vyzkumného tymu kolem RNDr. Petra Kopacka, CSc, pficemz v nékterych
pasazich prace neni snadné rozeznat originalni vysledky autorky od vysledkt jiz difve
publikovanych (viz napf. Obr. ¢.4, ¢i zpracovani Obr. 6-13).

Uvod: Na 7 stranach autorka shrnuje problematiku triveni krve u klidtat z hlediska pisobeni
jednotlivych proteolytickych enzymu (peptidaz) a Gcasti travicich bunék. Vlastni text této
kapitoly je pro ne zcela zasvéceného Ctendfe spiSe zklamanim diky opakovanym
nepiesnostem, nesourodostem a nenavaznostem uvadénych informaci (napi. str. 5, ndvaznost
prvnich dvou odstavel ¢i str. 36, ndvaznost poslednich dvou odstavci, str. 6, ...“stfevnich
bunék®... — jsou tyto bunky totéZz jako bunky stfevniho epitelu?, ...“formy katepsinu L*... -
jaké formy?, celd kapitola — sjednoceni pojmi protedza/peptidaza). Za daleko vaznéjsi
nedostatek vSak povazuji absenci vysvétleni nékterych pouzitych a pro praci kli¢ovych pojmi
(napt. definice peptidazy, exo-, endo-peptidazy ¢i charakteristika jednotlivych peptidaz —
katepsin B, L, D, str. 7, ...“evoluéné zachovaly systém aspartovych a cysteinovych
peptidaz®..., str. 10 ...“peritrofickd membrana®...). Pfestoze se Gpln€ neorientuji v otazkach
klistéciho traveni, tak se domnivam, Ze cca 4 strany textu (bez obrazku a tabulky) a piiblizné
20 citaci uvedenych v této kapitole nejsou relevantnim optimem publikovanych poznatki
pouzitelnych pro uvod do problematiky (prosim o komentdf autorky této skute¢nosti v
souvislosti s jeji Bakalarskou praci).

Otazky:

e 7 jakych puvodnich publikaci pochazi data uvedend v prvnim odstavci prdce, kde je jako
zdroj citovdana internetova stranka Integrovaného konsorcia pro klistata a klistaty definované
nemoci?

e Je Obr. ¢.4 dilem autorky?

e Jak probiha traveni krve u samcii klistéte Ixodes ricinus?

e Mohla by autorka bliZe specifikovat velikost fragmentii (,, vétsi*/“mensi") vznikajicich pri
degradaci hemoglobinu jednotlivymi peptidazami (viz Obr. ¢.2)? Je zndmo mezi kterymi
aminokyselinami hemoglobinového Fetézce ci jeho fragmentit dochdzi k Stépeni peptidové
vazby jednotlivymi klistécimi peptidazami (katepsin B, L, D)?



e IV ¢em se podobaji a v cem odlisuji kaskady traveni krve u Ixodes ricinus a zminovanych
druhii Schistosoma mansoni nebo Plasmodium falciparum s ohledem na spektrum tohoto
procesu se ucastnicich peptidaz (str. 6)?

Cile price: Jsou dva a jsou stru¢né definované.

Otazky:

e Mohla by autorka v souvislosti se zaméFenim prdce definovat termin ,funkcni morfologie “?
e Na str. 7 autorka uvddi, Ze s vyuZitim ¢cDNA ze streva klistéte byly ziskany sekvence
katepsinii Bl a B2. Ktery z téchto katepsinu byl dale vyuzit pro pripravu rekombinantni formy
a ndslednou imunizaci? Ktery katepsin B byl lokalizovan ve stievé klistéte (neni v prdaci
definovano)? Jak se tyto formy lisi?

Materidl a metody: Jsou logicky sefazené a podrobné rozepsané na 5 stranach. Za tGcelem
zprehlednéni nékterych pasazi bych doporucoval prezentaci postupli formou seznamu (napf.
¢ast podkapitoly 3.3 Histochemie — Epon tj. pfiprava vzorku a zalévaciho média). Jako
zasadni nedostatek povazuji neuvedeni a nerozepsani metod elektrochemickych (elektroforéza
¢i pfenos proteinii na membranu) a navazujicich metod imunochemickych (,,imunoblot®),
piestoZe je vysledkiim ziskanym témito metodami vénovana cela kapitola 4.2.1 str. 24 s Obr.
¢.8.

Otazky:

e Mohla by autorka komentovat vyse uvedenou skutecnost?

e Jsou klistata umisténd v laboratornim chovu nechdvana sat? Na jakém modelu?

e Za jakym icelem byla vyuZita mikrovina trouba (posledni odstavec na str. 13). Z popisu
neni patrnd souvislost.

e Je blokovani rezu 1% BSA s 10% mlékem v PBS-T po dobu 10 min standardni (str. 16)?

e Jaka sekunddrni protilatka byla pouZita v imunocytochemii na polotenkych rezech a
totalnich prepardtech (str. 16 a 17). Alexa Fluor 488 neni protilatka!

Seznam pouzitych zkratek: V seznamu je uvedeno né€kolik chybnych ¢i nedostate¢nych
vysvétleni (napf. DABCO neni zkratka pro 3,3’-diaminobenzidin, str. 16, DAPI- vysvétleni
zkratky neni uvedeno souhlasné v textu a v seznamu zkratek, zkratka NGS neoznacuje kozi
sérum ale negativni kozi sérum atd.)

Vysledky a diskuze: Vysledky experimentl zpracované na 18 stranach jsou doplnény ¢etnou

fotodokumentaci, kterd tvoti zaklad nejen této kapitoly ale i celé prace. Komentar vysledki

bohuzel predstavuje pouze &asteéné pieformulované pasaze z kapitoly Uvod & Material a

metody (napf. kapitola 4.1), pficemz odpovidajici diskuze k vysledktim je bud’ velmi stroha,

nebo zcela chybi (napf. kapitola 4.2.5, str. 33, 7 fadkd s odkazem na jedinou citaci

Konvi¢kova, 2009 - SOC).

Dilci pripominky k této kapitole:

o Neni jasné co oznacuje termin ,, rapid engorgement “(str.18).

o Termin , pustént klistéte (str. 19)".

o Jakou velikost oznacuje uisecka na jednotlivych fotografiich?

o Legendy k obrazkum by mély byt samovysvétlujici. Jako neucelné povazuji uvadéni odkazu
v legenddch na vysvétleni nékde v textu (napr. Obr. ¢. 6, zkratky dle Obr. ¢.3).

o Vkapitole 4.2.1 ani v legendé k Obr. ¢.8 neni uvedeno jaké mnoZstvi homogendatu streva
klistéte bylo pred elektroforézou naneseno do jamek v gelu. Chybi také kontrolni obr. gelu
(proteinovy profil homogendtu streva klistéte) pred Western-blotem!



o V legendé k Obr. ¢. 8 je uvedeno Ze ..."hvézdicky oznacuji specifické prouzky — aktivni
enzym a proenzym ‘... Tato skutecnost neni viibec diskutovana a terminy ,, aktivni enzym* a
., proenzym " nejsou vysvétleny!

Otazky:

e Mohla by se autorka své vysledky diskutovat alespon v priitbéhu obhajoby?

e Mohla by autorka vyjdadrit vlastni podil na vzniku obrazové prilohy (1j. zda autorka
fotografie poridila sama s vyuZitim tri typi mikroskopu, zda je sama zpracovala a zda je
autorkou grafickych schémat podobé jako v pripadé Obr. ¢.4?

e Pro¢ jsou jednotlivé fotografie rezii klistéciho streva uvedeny bez popiski (zkratek)
oznacujicich nap¥. jednotlivé bunky, jadra bunék a dalsi struktury (nap¥. Obr. ¢. 11 atd.)?

e Jaké povahy jsou trojuhelnikové krystaly napr. na Obr. ¢. 6, 4d?

e Uvazovala autorka o mozZnostech kolokalizace vSech 3 peptidadz ve strevé klistéte? Bylo by
to vithec redlné?

Zavér: Zavér je struény a z formalniho hlediska v pofadku. Dvé posledni véty vSak dle mého
nazoru do zavéru nepatii.

Otazky:

e Je mozné kvantitativné srovnavat intenzitu fluorescencniho signalu a odvodit z této intenzity
kvantitativni zastoupeni i sledovanych peptiddz (v souvislosti s kvalitou pripravenych
protilatek)?

Citovana literatura: Seznam 34 plvodnich praci i1 literarnich reSerSi je prehledny
s jednotnym formatem. Chybi bohuZzel seznam odkazi na internetové zdroje (napf.
www.icttd.nl, str. 5 nebo data z Tab. ¢.1, str. 7). Domnivam se, Zze 34 referenci neni mozné
povazovat za dostate¢ny zdroj informaci pro tak komplexni téma jakym je problematika
traveni klist'at.

Ocenuji, Ze prace je prosta pieklept a dalSich formalnich chyb. Z obsahového hlediska vsak
prace vyvolava dojem neuplnosti, jako by byla psana horlivé az zbrkle. Je velka $koda, ze
pomérné kvalitni vysledky se autorce nepodafilo zasadit do kontextu podobné kvalitniho
literarné védeckého celku. Na druhou stranu nepochybuji, Ze se autorka seznamila s fadou
(imuno-)histologickych a mikroskopickych metod, které jsou vyuzitelné i béhem mozné
budouci védecké kariéry. Myslim si, Ze n€které z vysledki je mozné rovnéz publikovat pokud
budou opatieny kvalitnéj$im komentafem. PiestoZze mam k obsahu i k rozsahu prace mnoho
vyhrad, tak prace spliuje zakladni podminky kladené na diplomovou praci, a proto ji
doporucuji k obhajobg.

Predpokladam vsak, ze autorka bude schopna na vyse uvedené nedostatky prace uspokojivé
reagovat a ze mnohé nejasnosti budou vysvétleny uz v ramci prezentace béhem obhajoby.
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Posudek na magisterskou diplomovou praci Heleny Pénickové
HPeptidazy v travicich bunkach stireva kliStéte Ixodes ricinus- lokalizace a
funkce*

Predlozena magisterska prace rozpracovava aktudlni problematiku traveni hostitelské krve u
klistéte Ixodes ricinus, ktera je v soucasnosti feSena v Laboratofi imunologie vektortd
Parazitologického tstavu BC AV CR, v.v.i.

Uvodni &ast prace jasné a prehledn& shrnuje dostupné informace o traveni krve klidtat a
morfologii stfeva. Morfologie stfeva, vznik a uvoliiovani travicich bunék jiz byly popsany u
zastupcl klistat skupiny Metastriata. Autofi téchto studii se v8ak naptiklad neshoduji v poétu
typti bunek stieva. O morfologii stieva zastupct skupiny Prostriata vime je$t¢ méné. Tato
prace pfinasi velmi cenné informace o vyvoji travicich bunék od nenasatych samic klist'at az
po pln¢ nasaté. Studie byla provedena na tirovni svételné mikroskopie. Ziskané vysledky jsou
doplnény velmi ndzornymi a zdafilymi fotografiemi a schématickym znazornénim. Autorka se
pii své praci také setkala s artefakty zpliisobenymi piipravou materialu, dokazala je odhalit a
popisuje 1 jejich pravdépodobny vznik. To svéd¢i o peclivosti pfi praci a interpretaci
vysledki.

Druhym cilem prace byla lokalizace travicich peptidaz- katepsinu B, L a D u nenasatych
klist'at a v jednotlivych stadiich sani. K tomu byly pouzity specifické protilatky, které byly
preciStény pomoci afinitni purifikace. Specifita protilatek v pribéhu jejich pfipravy byla
testovana pomoci metody Western blot a neptimou fluorescenci. Vysledky nepiimé
fluorescence jasné prokazuji pritomnost katepsini v travicich burikach. Stejnym protokolem s
pouhou vyménou sekundarni protilatky a na 5x ten¢ich fezech vSak mohly byt ziskany dalsi a
detailnéjsi informace o lokalizaci popf. ko-lokalizaci enzymu (znacenim kazdé strany fezu
jinou krali¢i protilatkou) pomoci transmisniho elektronového mikroskopu.

Material a metody jsou napsany velmi podrobné a jasné. Chybi pouze udaje o piipravé
extraktu stfevnich bunék a metoda Western-blot, ktera slouzila pro testovani protilatek.
Vysledky jsou znazornény na obrazku ¢. 8.

Popis vysledki a jejich interpretace je spojena do jedné kapitoly. Autorka prokazala dobrou
znalost studované problematiky, vhodné cituje dostate¢né mnozstvi literarnich zdroju, kterych
bohuZel neni mnoho. Prace ma jasné a jednoznaéné zavery, které jsou podlozeny a odpovidaji
na cile prace.

Stylisticka uroven diplomové prace je vyborna. Text je ¢tivy a logicky dobfe vystavény.
Magisterska diplomova prace Heleny Pénickové spliuje pozadavky kladené na tento typ praci
a proto ji doporucuji k obhajobé.

Dotazy a pfipominky:

Lze ze ziskanych vysledki zjistit, zda jsou v epitelu stieva kromé rezervnich a travicich
bunék, které se nachazeji v rtiznych fazich svého vyvoje, také buniky dalsiho typu? Na
fotografii ¢.6. UF, 2d a 4d jsou patrné buriky s velmi denzni cytoplasmou. Je znamo o jaky typ
bungk jde a lze ze struktury bun€k predpovedét jejich funkei?



Znaceni protilatkami proti katepsinu B a L bylo lokalizované jasné uvnitf travicich bunék.
Positivni reakce je vSak také na povrchu stfeva (obr. ¢. 10, 2d, 6d; obr. &. 12, 6d). Existuje
pro tuto reakci néjaké vysvétleni nebo jde o nespecifické znadeni?

Material pro imunolokalizace peptidaz nepfimou imunofluorescenci byl pfipraven jednou
z rutinné pouzivanych metod pfipravy preparati pro transmisni elektronovy mikroskop. Tato
metoda, jak autorka sama uvadi, zptisobuje vymyvéani nékterych slozek bunék. Metoda
zalévani materidlu do pryskyfice LR White a jeji teplotni polymerizace navic nepati
k metodam, které dobife zachovavaji antigeny a ultrastrukturu. Existuje jind metoda/postup,
krom¢ imunoznaceni celé Casti stieva a sledovani v konfokalnim mikroskopu, ktery by
umoznil pfipravit material pro detekci antigend a bez uvedenych artefakti? /
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V Ceskych Budgjovicich 24.5. 2009 RNDr. Marie Vancova, PhD.
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