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Oponentsky posudek na magisterskou praci Bc. Adély Harcubové

»Vakcinacni potencial cystatinu z kliStéte Ixodes ricinus*“

V préaci autorka fesi problematiku inhibitoru cysteinovych proteaz jako potencialniho kandidata na
vakcinu proti klistatim, pripadné patogentim jimi pfenasenych.

Jako cil si autorka uréila produkci rekombinantniho cystatinu zklistéte Ixodes ricinus
v bakulovirovém expresnim systému a testovani jeho vakcina¢niho potencialu.

Autorka resi u¢innost vakcinace rekombinantnim proteinem v zakladnim imunizaénim experimentu
tj. sani klist'at na imunizovanych mysich, dale vliv sani kli$t'’at na obsah protilatek a vliv imunizace na
rozpoznatelnost dal$ich proteinti ve slinach klistéte.

Prace je prehledna a srozumitelnd. M4 39 stran a tradi¢ni ¢lenéni. Je vyvazena a svym rozsahem
odpovida narokiim na magisterskou praci. Autorka splnila vytycené cile prace a vysledky uspésné
sepsala a diskutuje s mnozstvim literarnich zdroja.

K praci celkové nemam vazné vyhrady, je ¢tiva a srozumitelna, az na vyjimky bez gramatickych ¢&i
stylistickych chyb a preklepti. Graficky je tihledna s prehlednymi tabulkami a obrazky.Autorka by jen
m¢éla sjednotit styl citaci pokud jsou dva autofi (pt. Singh & Girschick; Agyei et Runham; Brguljan,
Cimerman)

U jednotlivych kapitol mam tyto pfipominky:

Uvod:
Jak jsem zminila je Givod Ctivy, kapitoly na sebe logicky navazuji a mam jen tuto ptipominku:
V piehledu vakcin mi chybi zminka o ferritinu a jeho Gspé$ném pouziti srovnatelném s Bm86.

Material a metody:

U systému flashBAC neni uveden vyrobce ( str.12), u primerti bych uvitala vyznaceni restrikénich
mist a gen-specifickych useki (str.13), u cystatinu jako o¢kovaci latky neni uvedeno mnoZstvi pouzité
k vakcinaci, je uveden pouze objem (str.15), neni zminéna role ovalbuminu v imuniza¢nich pokusech
a to ani v dalSich kapitolach (str.15).

Vysledky:
Jak byl protein po gelové filtraci koncentrovan?(str.18), kolik proteinu bylo ziskano? (autorka
zminuje jen koncentraci, str. 19).

Diskuze:

Autorka srovnava efekt imunizace cystatinem 3 z I. ricinus se sialostatiny z I. scapularis, rozdily
jsou prukazné ve vSech experimentech, které autorka provedla. Na sani klistat na imunizovaném
hostiteli ma podle autorky vliv pravé rozdilny hostitel, malé mnozstvi protilatek po sani vysvétluje
produkci cystatinu 3 ve slinnych zlazach az v poslednim dnu sani, stejné tak i vliv na rozpoznatelnost
dal$ich proteint ve slinach klistéte.




Proto nemohu souhlasit s poslednim odstavcem ztéto prace, kdy autorka navrhuje dalsi
experimenty s jinymi hostiteli. Podle mého by byly tyto experimenty naprosto zbytecné. Tento
cystatin je tfetim cystatinem z /I ricinus, neni homologem sialostatinG z I scapularis a jsem
presvédCena, ze jeho role je obecné smérovana do stieva klistéte. Vysledky tohoto pokusu byly tedy
predvidatelné a autorka vlastné potvrdila pfedpoklady z prace Perner, 2008, Ze tento cystatin 3 patii do
jiné funkéni skupiny nez sialostatiny 1 a 2 z I scapularis a cystatiny 1 a 2 z I ricinus zminované
Pernerem.

Na autorku mam nékolik dopliiujicich dotazii:
Pro¢ autorka vybrala zrovna tento kmen mysi?
Jaky vliv na hostitele ma imunizace ovalbuminem?
Jak si autorka vysvétluje prodlouZeni sani pfi nejvys$$im titru protilatek? Nemtize byt vysledek
ostatnich experimentti ovlivnén malym titrem protilatek? Jaky byl titr protilatek proti ovalbuminu?
Co je znamo o expresi sialostatini L vzhledem k cystatinu 3 z 1. ricinus ve slinnych zlazach?
Je mozné, ze by mél cystatin 3 vliv na prenos patogenu klistétem I ricinus?

Zavérem:

Autorka zvladla expresi proteinu v bakulovirovém expresnim systému, ziskany protein vyuzila pro
studium jeho vakcina¢niho potencialu. Zjisténi, Ze tento protein neni vhodnym kandiddtem pro
vakcinaci je v podstaté pozitivnim vysledkem. Potvrzuje pfedpoklad vychazejici z expresniho profilu
cystatinu 3, ze jeho uloha bude lokalizovana zejména ve stievé I ricinus. Pies vSechny pripominky
jsem piesvédCena, Ze piedlozena prace spliiuje naroky Pfirodovédecké fakulty JU na magisterskou
praci, proto ji doporucuji k obhajobé jako jeden z piedpokladii udéleni titulu Magistr.
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Oponentsky posudek na diplomovou praci

Autor: Bc. Adéla Harcubova
Nizev: Vakcinacni potencial cystatinu klistéte Ixodes ricinus
Zikladni parametry prace: 39 str. (fadkovani 1,5), 66 citaci

PfedloZzena prace je zaméfena na zhodnoceni vakcina¢niho potencidlu klistéciho cystatinu
(Ixodes ricinus, GenBank cystatin a.n. AJ547803.1). VytyCenych cild (1. Produkce
rekombinantniho cystatinu z kli§téte I ricinus v bakulovirovém expresnim systému a 2.
Testovani vakcinaéniho potencidlu ptipraveného cystatinu pomoci imuniza¢nich pokust v
modelovém systému: laboratorni my§ - kli§t€¢ I ricinus) mélo byt dosazeno s vyuzitim
pokrocilych molekularnich (napt. transformace bunék, purifikace rekombinantnich proteinii),
separanich (napf. afinitni a gelova chromatografie) a imunologickych technik (napf.
imunizace modelovych zvifat, izolace sér, ELISA). Autorka ve své praci navazuje na
vysledky vyzkumného tymu kolem Prof. RNDr. Jana Kopeckého (hl. $kolitel) a RNDr. Jitiho
Salata, Ph.D (Skolitel specialista); rekombinantni bakulovirus pouzity k produkci cystatinu /.
ricinus (CIR) byl timto tymem v minulosti pfipraven a podobnd metodika pouZita v praci
Saléat a kol. 2010 (Crystal structure and functional characterization of an immunomodulatory
salivary cystatin from the soft tick Ornithodoros moubata).

Uvod: Na 10 stranach autorka, odpovidajicim zpiisobem definuje modelovy organismus /.
ricinus, shrnuje problematiku imunitni odpovédi hostitele na sani klistéte a specifikuje hlavni
funkéni slozky slinnych zlaz klistéte (napf. imunomodulaini molekuly). Vlastnim
proteinovym molekuldm klistat — cystatintim, které autorka experimentalné zpracovavala je
v Gvodu vénovéana pouze cca jedna strana textu (str. 9-10). Dle mého nazoru, chybi jasné
definice referovanych molekul (napf. anotadni &isla z databézi) &i zasadni informace o
primarni, sekundérni a tercidlni struktufe cystatinii (napt. molekulové hmotnosti, 3D model
typové molekuly s popisy nebo fylogenetické vztahy mezi zastupci této podskupiny
inhibitorti). Tyto nedostatky se tykaji také ptfimo zkoumaného cystatinu, jehoz nukleotidova a
aminokyselinova sekvence byla anotovana jiz v roce 2003 (Jacot S.Y., Etudes des genes
exprimes au cours du repas sanguin dans l'intestin de la tique Ixodes ricinus, Thesis, 2003) a
jez byl dale charakterizovéan v roce 2008 (Perner J., Charakterizace cystatinu z klistéte Ixodes
ricinus, bakalafska prace, 2008). Uvodu piedlozeného textu je informace o zkoumaném
cystatinu omezena pouze na 5 fadkid. Autorka sice v nasledujici ¢asti (Materidl a metody)
uvadi nukleotidovou sekvenci cystatinového genu, ale aminokyselinova sekvence
prezentovana neni, coZ u prace zabyvajici se expresi rekombinacnich proteinii povazuji za
nedostatek. Myslim, Zze uvodni kapitole by vyrazn& prospélo obohaceni obrazovymi a
schematickymi prvky (napf. pravé 3D model molekuly typového cystatinu).




Otdzky:

e Vsouvislosti s wivodni kapitolou by mne zajimalo, zda byly nékteré z cystatinovych molekul
v minulosti identifikovany ve slindch klistéte I ricinus (¢ pribuznych druhii) pomoci
hmotnostné spektrometrickych metod napr. LC MS/MS ¢ MALDI TOF-TOF?

Cile prace: Jsou dva, stru¢né a jasné& definované.

Otdzky:

® Mohla by autorka komentovat pouziti terminu ,, bakulovirovy expresni sytém* (viz cil 1.).
Existuje vhodnéjsi terminologie (nap¥. exprese v hmyzich burikdch)?

® Domnivam se, Ze by bylo smysluplné, kdyby pred zapocetim plnéni cile 2 byl ovérovdn
predpoklad potencidlni imunogenicity zkoumaného cystatinu (tj. nap¥. zda séra mysi, na nichz
sdla klistata vibec interaguji s touto molekulou).

Material a metody: Jsou logicky sefazené, podrobn& rozepsané na 6 stranach a obsahuji také
popis 3. pokusli. Za Celem zprehlednéni nékterych pasazi bych opét doporu¢oval uvedeni
obrazovych prvki ¢i schémat (napf. ¢aste¢na mapa bakulovirového systému &i foto komirek
urenych pro sani klistat pfipevnénych na hibet mysi). Chybi také popis a diivod pouziti
pravé Sf9 bune€k, popis pouzitych primeri (vyznaleni restikénich mist, uréeni poétu
nukleotidd, Tm apod.), prace postrada odkaz na schvédleny projekt pokusii a osvéd&eni
umoziiujici praci se zvifaty, dale chybi detaily, jako napk. na str. 14 chybi tdaj o koncentraci
(...“Ke 13 pl vzorku“...), na str. 15 chybi udaj o objemu (...“20 pg proteinu bylo
smichano®...), na str. 15 chybi tdaj o objemu odebrané krve (...“14 dni po posledni
imunizaci byla vem mysim odebrana krev z ocasu®...) &i na str. 17 chybi vysvétleni k latce
pilocarpin (...“na hibetni ¢ast klidt'at byly naneseny 2 pl roztoku pilocarpinu®...) apod.
Otdzky:

® Pro¢ byla pro expresi cystatinu zvolena prdavé exprese v hmyzich busikdch (vyhody/nevyhody
oproti jinym expresnim systémum)?

* ,, Reverse " primer pro cystatin obsahuje 53 nukleotidii. Mohla by autorka komentovat divod
navrzeni tak dlouhého oligonukleotidu a také vyznamny rozdil v Tm (14°C) mezi , reverse* a
. forvard“primerem?

Vysledky, diskuze a zavér

Vysledky experimentli zpracované na 12 stranach jsou na rozdil od predchozich kapitol
vhodné doplnény fotodokumentaci a tabulkami, které tvoii zaklad této kapitoly. Vétsina
vysledkil je s ohledem na ptedpoklady spiSe negativnich a nékteré piisobi az kontroverzng
(napi. str. 28, ... Statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinou
vakcinovanou cystatinem naméfeny nebyly. V prvnim pokusu byl zaznamenin opalny
vysledek, nez jaky byl otekavan. Hodnoty byly signifikantné vy33i u mysi vakcinovanych
ovalbuminem®...). Peclivé statistické zhodnoceni ocefiuji. Diskuze (3 strany) neni z mého
pohledu vy€erpévajici, uvital bych obsahlejsi hypotézy k vysledkiim. Zavér (7 tadkd) je
stru¢ny a z formalniho hlediska v pofadku.

Otdzky:

e Zdaddm autorku o podrobnéjsi komentdr ke sdéleni pravé na str. 28 (... Statisticky
vyznamné rozdily mezi kontrolni skupinou a skupinou vakcinovanou cystatinem naméieny
nebyly. V prvnim pokusu byl zaznamendn opacny vysledek, nez jaky byl ocekdvdn. Hodnoty
byly signifikantné vyssi u mysi vakcinovanych ovalbuminem* ..).

o Zddam autorku o podrobnéjsi komentdi ke sdéleni na str. 30 (... “Na rozdil od nasich
vysledkii, v pokusech s jinym cystatinem, sialostatinem L2, méla imunizace vliv na sani klistat.
Tato molekula blokovala sani nymf Ixodes scapularis a dochdzelo také k redukci hmotnosti




Klistat po nasati. To miize byt vysvétleno tim, ze v téchto pokusech byl pouzivan jiny hostitel,
imunizovana byla morcata. *...). Je autorcino tvrzeni z posledni véty dokumentovdno néjakym
publikovanym srovnavacim experimentem zahrnujicim dva zvireci modely?

e Je z literatury zndm ditkaz imunogenicity cystatinové molekuly 1. ricinus? Proc¢ toto nebylo
ovérovdno (napr. Western Blot/ELISA se slinami a séry mysi na nichz sdla/nesdla klistata)?

e Je pravdépodobné, Ze u pribuznych klistécich druhii nap¥. I scapularis/I. ricinus miize byt
efekt cystatinu natolik odlisny?

e Je z literatury znama lokalizace cystatinu I. ricinus (dotaz smérovany k polemice zda tento
cystatinmiiZe fungovat také jako skryty antigen ve strevé klistéte)?

e Provddéla statistické zhodnoceni vysledkii autorka osobné (program GraphPad Prism 5)?

e Jaky dalsi experimentdlni pristup k rozpracované problematice by autorka navrhovala.

Prehled literatury: Seznam 66 publikaci je v pofadku s jednotnym formatem.

Oceiiuji, Ze prace je prosta pieklepi a dalSich formalnich chyb. Nepochybuji také, ze se
autorka seznamila s né€kolika pokroc¢ilymi molekuliarnimi a imunologickymi metodami,
které bude moci vyuzit béhem budouci profesni kariéry. Prestoze je price zaloZena
pfevazné negativnich vysledcich realizovanych experimenti, tak se domnivam, Ze price
spliiuje zdkladni podminky kladené na diplomovou praci (zpracovat literarni resersi a
osvojit si relevantni spektrum metod), a proto ji doporucuji k obhajob& a hodnotim ji
jako velmi dobrou (2).

Praha 26. kvétna 2012 RNDr. Martin Kasny, Ph.\‘i




