Posudek na magisterskou diplomovou praci Bc. Jitky Konvickové s nazvem
»Factors regulating the expression and activity of digestive enzymes in the
tick Ixodes ricinus“ vypracovanou na PfF JEU Ceské Budé&jovice v roce 2015.

Prace Bc. J. Konvic¢kové si kladla za hlavni cile sledovat aktivity a expresi travicich
peptidaz samic kliStéte v prlibéhu sani na hostiteli v zavislosti na fertilizaci, a dale pfi sani na
umélych membranach sledovat zavislosti exprese na typu pfijimané potravy (plna krev vs.
sérum) a na stadiu traveni nasaté krve. V zavéru se pokusila o umléeni exprese dvou
cathepsint L, které se lisi v Casovém profilu exprese, a tim o blizsi charakterizaci jejich
funkce.

Prace je psana anglickym jazykem. Ma celkem 51 stran hlavniho textu, dale 7 stran
zabird seznam citovanych praci. Je élenéna obvyklym pfimérenym zptisobem. Uvodni
literarni prehled (12 stran) se zabyva stru¢nym popisem biologie a fyziologie klistat
v souvislosti s pfijmem potravy a reprodukci, jeho druha ¢ast se vénuje travicim peptidazam
klistéte obecného, jenz byly z velké ¢asti popsany a charakterizovany laboratofi Skolitele
diplomantky. Uvod povazuji za pfiméfené informativni, je psan pomérné dobrou anglictinou
faktickych nepresnosti ¢i nedostatkti, na které jsem chtél upozornit, budou rozvedeny
v otazkach oponenta.

Cile prace jsou jasné vytyCeny a popsany.

Materidl a metody jsou popsany odpovidajicim zplisobem, prehledné a srozumitelné,
s vyuzitim obrazkl a tabulek, s uvedenim citaci, kde vhodno (pouze u kapitolky 3.4.2.
»Priprava extraktu z hovézi srsti“ mi neni jasné, zda jde o ptivodni nepublikovanou metodiku
diplomantky &i laboratoFe anebo o pfevzatou s chybéjici citaci). Uroveri anglické gramatiky je
zde o stupinek horsi nez v ivodni ¢asti, snazil jsem se vyznacit tuzkou v tisténé verzi prace.

Vysledky dosazené diplomantkou vyrazné doplnily pfedchozi vyzkumy laboratore
tykajici se aktivit a exprese travicich peptidaz klistéte v riznych fazich prijmu potravy a
traveni. V vodu autorka ovéfila, Ze plného nasati jsou schopné jen oplozené samice.

V navaznosti na to zajimavym zjisténim (oproti tradovanym tvrzenim) pro mé bylo, Ze k
muzZe pak dochazet k opakované kopulaci. Dale bylo ovéreno, Ze spektrum peptidaz
Gcastnicich se kaskady traveni proteind a mir jejich exprese jsou témér totozné v pripadech,
kdy se jedna o traveni pIné krve i o traveni proteinu séra, kde neni pfitomen hemoglobin a
prevazujicim proteinem je sérovy albumin. Dalsi experimenty prokazaly pfi pouziti vice
metod, Ze IrCL1 je exprimovan vice béhem sani na hostiteli, zatimco IrCL3 se zfejmé ucastni
pozdéjsi faze traveni krve po ukonceni sani. Podobna situace je i u IrAE1 a IrAE2. BohuZel
postradam statistické vyhodnoceni signifikance vysledk ziskanych qRT PCR (napf. ANOVA?)
Experimenty s umléovanim gent byly Uspésné jen Castecné, nebyly dotazeny ziejmé

z Casovych divodd. Nicméné doslo pfi nich k daleZitému zjisténi, Ze Gcinnost dsRNA je
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omezena na dobu kratsi nez je cely cyklus pfijmu traveni krve samicemi. Kapitola je psana
pomeérné dobrou angli¢tinou, s drobnymi gramatickymi nedostatky. Vysledky jsou vhodné
prezentovany i s vyuzitim grafickych prostredku. Za nejvétsi formalni nedostatek této
kapitoly povazuji rozsahlé opakovani popisu metod na Uvodu kazdé kapitolky — misty
dokonce delsi, nez text prezentujici vlastni vysledky.

Diskuse (4 strany) ma zhruba odpovidajici rozsah, vysledky vlastni prace jsou vhodné
konfrontovany s vysledky predchozich praci, fadné citovanych. Snad mi v ni chybélo vice
hypotetizovani a zamysleni se nad tim, co mohou jednotlivé vysledky znamenat z hlediska
biologie klistéte a traviciho cyklu, které si Ize v rdmci tohoto typu prace dovolit. Chybélo mi i
napf. porovnani vysledk( ziskanych molekuldrnimi a biochemickymi metodami, které se
tykaly exprese a aktivit peptidaz v urcitych fazich sani/traveni. V textu diskuse se nejvice
projevily gramatické chyby a neobratnosti ve vyjadrenich v angli¢tiné, véetné nékolika
neobratnych ¢i nesmysinych spojeni (napf. ,fully engorged females tissues”, , proteolytic
data“, ,sequencing of guts” atp.). Po diskusi vhodné nasleduje prehledné jednostrankové
shrnuti nejdllezitéjSich vysledku.

Zavérem shrnuji, Ze se jedna o kvalitni diplomovou prdci, jejiz stanovené cile byly
z velké vétsiny splnény. Autorka v jejim pribéhu zvladla mnoZstvi metodik, od arteficidlniho
sani klistat pres méreni aktivit enzymu, Western blotting, kvantitativni real time PCR po RNA
silencing. Dosahla novych vysledk, které jisté najdou své misto v kvalitni publikaci tymu.
Ocenuji i odvahu, se kterou se autorka pustila do psani prace v anglictiné. Text je
srozumitelny, vétSi mnozZstvi chyb se objevuje az v diskusi. Dobre se zhostila i pouzivani
literatury, pfi namatkovych kontroldch jsem neobjevil chyby v citacich. Pfes nékteré
vyjmenované nedostatky praci celkové povazuji za jednu z téch lepSich a pIné ji doporucuji
k obhajobé jako vychodisko pro ziskani magisterského titulu.

Otazky a faktické komentare oponenta:

1) Kapitola 1.2 - PiSete, Ze samci rodu /xodes se nezivi krvi, pouze oplodnuji samice. To
vypada, jakoby Zadny instar samciho pohlavi nepfijimal viibec Zadnou potravu a "jel jen na
zasoby z vajicka". Jak je to ve skute¢nosti?

2) Kapitola 1.3, str. 4 - i kdyzZ je vyCet patogenl prendseny klistaty ziejmé myslen jen jako
ilustrativni, mGzZete mi fici, jaké dalsi patogeny u nas klitata prenaseji? Jedna se nejméné o
jednu bakterii, ktera muze u ¢lovéka zpUsobit zavazné onemocnéni a dale nékteré zastupce
urcité skupiny mnohobunécénych parazitQ, u nas nastésti jen divokych zvirat (vite, o které se
jedna?).

3) Kapitola 1.5 str. 5 - opravdu vSichni zastupci krevsajiciho hmyzu vyuZivaji k traveni pouze
serinové peptidazy? Minimalné u jedné dulezité skupiny vektort zavazného parazitarniho
onemocnéni to neplati. U které? A védéla byste, jaky by k tomu mohl byt "biologicky i
evolucni dtvod"? Je volba mezi cysteinovymi a serinovymi peptidazami Cisté otazkou
fylogenetické pribuznosti na Grovni vyssich taxont (napf. rada), anebo souvisi Cisté s ekologii




a potravni adaptaci organismu? Je alespon hypoteticky néjaka "vyhoda, diivod nebo
dlsledek" pouZivani serinovych peptidaz oproti cysteinovym? S jakou dalSi zménou ve
fyziologii souvisi "switch" mezi témito dvéma tfidami peptidaz?

4) Str. 16 a tabulka 4 - je nutné byt velmi opatrny v konstatovanich typu "specificky substrat"
a "specificky inhibitor". Ve vasem pfipadé (pouziti Z-RR-AMC a CA-074) to pravé zdaleka neni
pravda a je to odvozeno jen od znalosti lidského cathepsinu L a B. Je znamo, Ze CA-074 je
schopen za redukujicich podminek (to je i vas pfipad) inhibovat i nékteré cathepsiny L (napf.
Steverding, Open Enzym. Inhib. J. 2011,4:11-16 nebo Steverding et al. Int J

Parasitol. 2012,42:481-488), po kterémzto zjisténi bylo nutno prehodnoti interpretace
nékterych vysledk tykajicich se vyznamu jednotlivych peptidaz napft. u Trypanosoma
brucei... Navic toto mame ovérené i s vlastnimi rekombinantnimi cathepsiny L motolice
Fascioloides magna a monogenea Eudiplozoon nipponicum. Méla jste ve vasSem pripadé k
dispozici rekombinantni enzym(y), kde byste toto mohla ovéfit? Dale, nékteré cathepsiny L
(napft. cruzipain) dokdzou ucinné stépit Z-RR-AMC. Z4visi to z velké ¢asti na aminokyseliné
"sedici na dné" S2 kapsy (napf¥. Sajid and McKerrow, Mol. Biochem. Parasitol. 2002, 120(1):1-
21). Jak je to s ohledem na tento fakt u IrCL1, 2 a 3? Je pravdépodobné, Ze vase interpretace
vysledkt méreni aktivit IrCB a IrCL v lyzatech stfeva mohou byt ovlivnény vyse uvedenymi
fakty a spoléhanim se na "specifitu" zminéného substratu a inhibitoru?

5) Jak si vysvétlujete, Ze klesa exprese cathepsinu B u pIné nasatych samic? Po detachmentu
preci probiha jesté nékolikadenni faze traveni mimo hostitele, ve které, jak bych
predpokladal, by se uplatnila i diilezita exopeptidazova aktivita CB...

V Praze dne 25. 5. 2015 RNDr. Libor Mikes, PML“/Q

Katedra parazitologie PfF UK v Praze




Evaluation of the Master thesis by Bec. Jitka Konvi¢kova entitled “Factors
regulating the expression and activity of digestive enzymes in the tick Ixodes
ricinus*

(reviewed by Michail Kotsyfakis PhD, Institute of Parasitology, Biology Center, Czech
Academy of Sciences)

The master thesis by Jitka Konvi¢kova is written in English and extents 64 printed pages
including the list of references. Formally, the work follows the common structure required by
the Faculty of Science of the University of the South Bohemia in Ceské Bud&jovice. The aims
of the study are clear and of importance in the specific scientific field. The introduction,
results and discussion are very well-written as far as it concerns both their size and content;
the followed methodology is disclosed in sufficient detail so that it is possible to reproduce
the specific experiments. I was quite impressed by the way the thesis is written and the level
of English which is at the level of a publication in international peer-reviewed journals.
Hence, from this point of view, we deal here with an exceptional talent.

The topics of the thesis are rather challenging and demanding. I especially appreciate and
respect the courage of the author to pioneer the molecular work on important topics in the
field of tick lifecycle and to question and better complete gaps of knowledge in the tick
mating behavior and midgut physiology.

Second, the more detailed reading, disclosed to me two minor weak points:

(i) The thesis lacks the paragraph of Acknowledgements in English to the people of the host
laboratory that helped in the thesis.

(ii) I was not much excited by the interpretation of the experiments with tick midgut extracts
and different cysteine protease substrates. The specific substrates can be hydrolyzed non-
specifically by different proteases and therefore the author should not be so absolute in the
interpretation of the obtained results. Nevertheless, the specific experiments are
complemented with different other approaches that conclusively demonstrate the proteolysis
dynamics in the midgut of the tick Ixodes ricinus upon blood feeding.

Despite the above mentioned comments, I am fully convinced that the Master thesis by Jitka
Konvickova fulfills the criteria required by the Faculty of Science of the University of the
South Bohemia in Ceské Budg&jovice for the Master degree graduation and I recommend it for
defense. I would mark the diploma thesis by the note 1 (excellent), according to the quality of
answers to my comments.

In Mainz, Germany, May 8th 2015
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Michail Kotsyfakis PhD

Institute of Parasitology, Czech Academy of Sciences
Branisovska 31, 37005 Budweis, Czech Republic
Email address: mich_kotsyfakis@yahoo.com, Telephone: (00420) 387775492




