Skolitelsky posudek na magisterskou diplomovou prici Be. Barbory Singerové: Scavenger receptor — trypsinova
peptidaza IrSRP-1 z kliStéte I. ricinus

Hlavni téma diplomové prace Bc. Barbory Singerové bylo soucasti GACR projektu P502 - 11 - P682 s hlavnim tkolem
identifikovat molekuly odpové&dné za doposud nepopsany mechanismus transportu hemoglobinu z hostitelskych
Cervenych krvinek nasaté krve do endosomi (travicich vacki) stievnich bun&k klistéte Ixodes ricinus, kde dochézi

k jeho proteolyze pomoci komplexu nami popsanych cysteinovych a aspartovych peptidaz . Veliky diiraz byl pritom
kladen na doposud neidentifikovany receptor hemoglobinu, jehoZ pfitomnost na povrchu travicich bunék kliStéte je
predikovéna jiz od ultrastrukturnich praci z 80.let minulého stoleti, popisujici tvorbu clathrinovych vackt a jehoz
vyznam by mohl souviset jak s metabolismem aminokyselin a rozmnoZovanim (tvorba snisky) tak s metabolismem
hemu a Zeleza. Na zakladé ¢aste¢né homologie savé&iho receptoru hemoglobinu CD163 s genomovymi a EST daty I.
scapularis byl jako jeden z hlavnich kandidatii vybrana ¢aste¢na sekvence scavenger receptoru s trypsinovou doménou,
v NCBI GenBank anotovana jako Lscapularis trypsin, oznaeny jako IsSSRP-1. B&hem prace Barbory, kdy se podafilo
ziskat netplnou sekvenci (C-terminalni ¢ast) stejné molekuly z naseho modelového klistéte /. ricinus (Ir'SRP1) viak
vyslo najevo, Ze tento kandidat je ve skute¢nosti velky multidoménovy a velmi pravdépodobné také multifunk¢ni
protein, ktery stejné jako jeho dal§i homology v ramci ¢lenovci jako napf. multidoménova serinova proteaza Sp22D z
komara Anopheles gambiae , je lokalizovan nejen ve stfevé, ale také v hemocytech a pravdépodobné i dalSich tkanich.
Jak vyplyva z relativniho mala publikaci o multidoménovych serinovych peptidazach , ke spradvnému porozuméni
funkce t&chto proteini je pfedevsim nutné je spravné anotovat, porovnat jejich strukturu s homology zejména v ramci
¢lenovet a poté predikovat jejich funkci, ktera miZe byt testovana in-vivo pomoci RNAi nebo ve formé
rekombinantnich proteinii in vitro. Proto jsem uvital, Ze Barbora mohla toto z fyziologického i imunologického hlediska
nesmirné zajimavé téma podobnym zpisobem rozpracovat v predlozené magisterské praci. Subjektivné nejsilngjsi ¢ast
této diplomové prace spo&iva v qRT-PCR profilovani transkripce IrSRP1, kde je jasn¢ indikovana zavislost exprese
IrSRP1 na sani krve. BohuzZel trypsinova doména exprimovana v E.coli se ani po optimalizaci refoldingu nejevila
aktivni a zarovei je potfeba zopakovat sezonni RNAi pokusy - fenotyp je tieba hledat v biologickych replikatech.
VéFim v8ak, Ze na konci roku 2014 bychom mobhli byt schopni ptihlasovat rukopis na toto téma k publikaci ve
védeckém Casopise s dobrym impakt faktorem , kde Barbora jisté¢ bude jednim z autori .

Rad bych uvedl, Ze Barbora méla na magisterskou praci o néco méné Easu, protoze v nasi laboratofi zacala pracovat az
po odchodu z laboratofe Dr. Kotsyfakise kde plivodné pracovala na jiném tématu. Dal§im velmi dilezitym faktorem je
ze kviili mému odchodu na roéni SCIEX staz do Zenevy v zaii 2012, tedy relativné zahy po zagatku v nasi laboratofi ,
pozbyla na cely rok kazdodenniho $kolitelského dozoru. Po celou dobu Barbora pracovala samostatn¢, prokazala, ze
umi porozumét tématu a poradit si v pfipadé mengich problému a také prokazala schopnost samostatné analyzovat
vysledky a davat je do souvislosti se sou¢asnym poznanim. S ohledem na uvedené skutecnosti spolené s hodnocenim
nadSeni a ochoty pracovat na velmi t&€Zkém tématu na samé hranici védeckého poznani, kde vpred miti jen spekulace a
nepodloZené hypotézy pro které je nesmirné obtizné a mnohdy velmi frustrujici najit dostate¢nou podporu v kvalitnich
datech nemohu hodnotit jeji praci jinak neZ jako jako vynikajici s kone¢nou znamkou odvozenou z Uistni prezentace
béhem obhajoby
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