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Piedkladana dizertacni prace (autorka: Mgr. Zuzana Matouskova) se zabyva strukturné funkénim
popisem klistécich proteinovych inhibitorii fady proteolytickych enzymt. Experimntalni ¢ast této
prace byla provadéna v laboratofi Dr. Michaela Marese (UOCHB AVCR), tedy v piedni laboratofi
svétového méfitka na tuto sub-disciplinu. Prace je zaloZena na inhibitorech nékolika typt [OmC2
(cystatin), IRS-2 (serpin) a IrThy (tyropin)], tedy i s né€kolika molekularnimi cili, a nabizi tak
pomérn¢ Siroké spektrum mechanizma G¢inku. Nutno neopomenout, Ze prace nabizi i pomérné
rozsahlé ¢asové okénko dokumentujici vyvoj poznani. Z dne$niho thlu pohledu se tak mohou jevit
nékteré Casti publikovanych praci jako obsoletni, ale v t& dobé ptedstavovaly opravdu ,,state-of-the-
art”, tedy jakési vrcholy femesla. Nicméné prace piindsi znacné mnozstvi originalnich poznatkt o
molekularnich znalostech klistécich proteinti a navrhovaném mechanismu ucinku interakce klistéte
s hostitelem u studovanych klistécich proteinovych inhibitort proteaz. Prace zahrnuje Sirokou skalu
metod biochemie, molekuldrni biologie a biofyziky, s deklarovanym popisem, které Casti byly
provedeny autorkou, a které byly spoluautorsky fesené.

Dizertacni prace ma standardni textové oramovani, se smysluplnym tGvodem a stru¢nym, le¢
logickym a funkénim zavérem. Jadro této prace tvoii Ctyii publikace, ve kterych je kandidatka
dvakrat spoluautorkou S$irS§iho kolektivu autort a dvakrat je prvni autorkou védecké prace
vyzkumného kolektivu publikovaného jednou v dobrém a jednou ve velmi dobrém mezinarodnim
Casopise. Zatimco prace v Acta Crystallographica pfidava jen jemné k strukturné funkénimu
poznani a je v podstaté plné technickou strukturni praci, prace v IIMS uz maximaln¢ napliuje cile a
teze této DP. Tato prace tedy reprezentuje vstupenku autorky k PhD titulu. Proto mi dovolte, po
prvni obecné otazce, se zastavit u této prace a soustiedit se Vv otazkové Casti tohoto hodnoceni na
objevy prezentované v tomto ¢lanku.

1. DP je zalozena na piistupu charakterizace jedné molekuly, se vSemi svymi vyhodami a
nevyhodami. Vyhodou jist¢ miize byt odhaleni biotechnologického/biomedicinského
potencialu, nevyhoda miize byt, Ze ne nutn¢ in vitro data budou platna v kontextu in vivo.

Otazka 1a: Jak by se méli/mohli dale rozpracovat né€které z vami studovanych proteinovych
proteazovych inhibitor tak, aby se molekuly mohly kvalifikovat na vyssi ,technology-
readiness level (TRL)“? Jaké jsou limity, jak je odstranit a kde vidite potencial pro zvyseni
atraktivity pro aplikaci téchto molekul? (a nutné nemyslim, resp. vylu¢me prosim pro tuto
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diskuzi, ze mohou byt protektivnim antigenem pro vakcinacni pouziti). Da se strukturné
predikovat vylepSeni téchto proteinli nebo jejich ¢asti za pouziti cilenych nebo nahodnych
mutagenezi?

Otazka 1b: Jak jsem jiz naznacil, nékteré prace jsou starSi. Mohla byste je, prosim, zasadit
do soucasného stavu poznani, zejm. snadné dostupnosti -omics dat? Jsou vSechny vaSe
studované inhibitory objeveny ve slinnych proteomech? Maji n¢jakou zajimavou kinetiku
exprese ve spojitosti s klistécim sanim (transkriptomicka data)? Jsou homologni inhibitory
Vv transkriptomech/genomech i volné Zijicich Acari v podobném nebo méné expandovaném
zastoupeni? Z nékterych praci se zda (DOI: 10.1093/molbev/msj082, 10.1186/1471-2164-
13-307), ze ,,genova davka® pro protedzové inhibitory neni nikterak expandovana u klistat
oproti volng Zijicim bezobratlim (moucha, Tetranychus).

2. Prace charakterizujici klistéci thyropin, publikovana v IJMS deklaruje vysoky standard
strukturné-funkéni proteinové biochemie, kde Mgr. Z. Matouskova jasné demonstruje
hloubku 1 §itku jejiho védeckého zabéru, a to navic na ne uplné trividlnim molekulovém
modelu (thyropin, jak autorka sama dokumentuje, miize byt sam substratem i inhibitorem).

Otazka 2a: Figure 1 neni uplné optimalni. Panel B ukazuje, dominantni expresi ir-thyr
zejména v nenasatych klistatech, ale tkdnové déleni je provedeno na polonésatych samicich,
kde data ukazuji na zna¢nou expresi ve slinnych Zlazach. Tim se mohlo minout nékteré
nejvic abundantni misto exprese Vv nenasatych klistatech, pfipadné indikujici biologickou
funkci. D¢&j rukopisu se pak tedy odehrava s ocekavanim interakce klistéciho inhibitoru a
hostitelské protedzy skrze kliStéci slinéni. Aktivni a inhibi¢ni assaye se ale provadéji
vétsinou mirné pod neutralnim pH. Je né&jaky predpoklad, ze klistéci sani/slintani né&jak
moduluje pH v misté sani smérem dold, aby se dostalo fyziologické relevance téchto dat,
nebo se spiSe priklanite ke zptisnéni interpretace dat, a ku ptikladu z Fig. 3A usoudit, Ze
IrThy mtze byt uchdzejicim inhibitorem Cathepsinu K, ale nikoliv V, v podminkach in vivo
klistéciho sdni? Omlouvam se za neznalost, jaky se uvazuje zdroj vybranych cathepsini,
resp. jednd se o solubilni proteiny krevni plasmy (vi se koncentrace?) nebo spiSe
sekretované ¢i degranulované produkty bilych krvinek (jakych)? Napiiklad my
Vv proteomické analyze (DIA) mysi plazmy vidime celkem slusné€ Cathepsin S, Z, D, E, B, L.
Cathepsin G a O pak jen po infekci Trypanosoma brucei. Je mozné tedy, ze kliStéci sani
atrahuje produk¢ni buiiky, nebo indikuje expresi organovou, pro Cathepsin V a K?

Otazka 2b: Modulace IrTyr inhibi¢ni kapacity pomoci volnych GAGs in vitro na vybrané
proteazy je skutecné nova a zajimava. Fig. 5 elegantné demonstruje i mozny mod ucinku
pies elektrostatické interakce, ktery ale nuluje ptfidani 0.3M NacCl. Jestli jsem to spravné
pochopil, assay je provedena pii SOmM NaCl. K dosazeni fyziologické relevance tohoto
objevu by bylo dobré znat data pii 150mM NaCl. Jsou takova, nebo mate odhad, jak by
vypadala?
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sliny kliStat kapacitu degradovat jednotlivé komponenty extracelularni matrix?

Jesté mi dovolte zminit, spiS pro pouceni do budoucna, nez jako seriozni vitku této prace, nékteré
,»kosmetické* prehmaty:

i) str. 10: Proti-klistéci vakcina v podstaté nikdy nepovede ke snizeni populace vektora.

i) str. 26, italikou se piSe jen rod a druh, vSe ,,vy$e“ se piSe standartnim fontem, ¢ili napf
Ixodidae a nikoliv ixedidae.

iii) Nazev DP mi pfijde, Ze se odchyluje lehce od dosazenych cili. Nabral jsem dojmu,
z publikovanych praci, Ze se jedna spiSe o popis klistécich inhibitorti s proteazami
hostitele, spis nez klistéte, jakkoli zfejmé budou hrat i roli v endogenni proteostaze.

iv) str 32.... ,,sliny” posiluji infekénost pfenasenych patogenti. To je pomérné z dne$niho thlu
pohledu kontroverzni tvrzeni. Bylo by vhodné odcitovat zdroj. Piipadné zvazit
v kontextu: DOI: 10.1098/rsob.210244.

V) str. 32/33(Tabl) Klist'ata nepfenasi nemoci, ale jejich ptivodce (tedy patogeny).

vi) str. 32 chybi zminka o uz existujicich klistécich vakcinach (cilicich Bm86).

PredloZena disertacni prace pifedstavuje kvalitni a originalni dilo, které vyznamné pfispiva k
pochopeni interakce klistéte s hostitelem, zejména svoji opravdu velmi kvalitni praci publikovanou
v IIMS. Prace polozila prvni fundament k pokroku na vyuziti studovanych molekul v oblasti
biotechnologie/biomediciny.

Zavérem, tato prace je strukturné i obsahové funkéni a splituje tak, co je mi zndmo, formalni kritéria
pro ptidéleni titulu PhD na Pfirodovédecké fakulté Univerzity Karlovy v Praze. V praci
publikované v IJMS autorka Mgr. Zuzana Matouskova zietelné demonstrovala kapacitu exekuce,
prezentace a obhdjeni si vysledkli béhem ,,peer-review™ procesu, své strukturné-funkéni prace
proteinové biochemie. Tim napliluje 1 nepsany pozadavek o posunu v poznani, v tomto piipadé
proteinové biochemie v oblasti molekulové interakce mezi parazitem a hostitelem.

Disertacni praci doporucuji k obhajobg.

V Ceskych Budgjovicich, 10.5.2024, Jan Perner PhD



