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Na 1vod si dovolim konstatovat, Ze psani a obhajovani disertaci PfF UK v mistnim (Ceském) jazyce
povazuji minimalné za nestandartni, na moji domovské instituci za absolutné nepiedstavitelné —
divodem je piedevsim zcela jisté fakt, Ze se tim zamezuje moznosti pfizvat alesponn jednoho
zahrani¢niho oponenta a ziskat tak objektivni mezindrodni srovnani. I pfes tuto pro mé zcela zasadni
vytku nasleduje tedy logicky moje hodnoceni v ¢esting.

Predkladana disertacni prace Mgr. Lucie Jedlickové se zabyvd biochemickou a molekularni
charakteristiku enzymt a inhibitorG podilejicich se na traveni hostitelské krve u Eudiplozoon
nipponicum — krevsajicich ektoparaziti kaprovity ryb z celedi Diplozoidae. Jak autorka v uvodu
prace sama uvadi, cela skupina parazitli oznacovana jako Monogenea je z hlediska parazitologie sice
studovana na Urovni zejména morfologie a ekologie, nicméné z molekularniho a biochemického
hlediska se jedna o opomijenou skupinu parazitli, proto vitdm snahu autorky pfispét, na zaklade
predpokladané analogie molekularnich mechanismi trdveni u dobfe prostudovanych modell -
schistosom, fasciol a klistéte obecného. Hodnocena dizertatni prace ma 123 stran textu vcetné 3
vlozenych publikaci v mezinarodnich védeckych casopisech, jejichz je Mgr. Lucie Jedlickova
autorkou. Presto nebo mozna spiSe pravé proto, Ze je psand v CeSting, velmi kladné¢ hodnotim
jazykovou uroven, ktera je vynikajici, s minimalnim mnoZzstvim pravopisnych chyb a preklepa.

Prace je ¢lenéna na abstrakt v ¢eském i anglickém jazyce, kratky Gvod, literarni piehled, cile prace,
vysledky, za nimiz nésleduje spolecni kapitola diskuze a zavéru a seznam pouzité literatury.

Po kratkém jednostrankovém uvodu nasleduje rozsahly literarni prehled, ktery na 27 stranach
podrobné popisuje problematiku. Text je dobie strukturovany (vzhledem k neobvykle rozsahlym cilim
prace), prehledny a ctivy. K této ¢asti nemam zadné zasadni pripominky.

Cile prace — jsou sice v jakémsi konceptu, ale jsou velmi ambiciézni. Zejména tedy snaha zaroven
studovat proteolytické enzymy a inhibitory, a to jak v homogenatech parazitt, tak v jejich
exkrecné/sekrecnich (ES) produktech je dle mého pfilis Siroké téma pro jednu PhD préci a spiSe jsou
to cile pro stiedné velkou védeckou skupinu v ramci pétiletého projektu.

Vysledky prace jsou podany na celkem 60 strandch a v podstaté tato Cast zahrnuje tfi publikace
v impaktovanych ¢asopisech, jejichz je Mgr. Jedlickova prvni autorkou. Soucasti je i struéné shrnuti
v kazdé publikace v Ceském jazyce a vyjadieni skute¢ného podilu autorky na kazdé z nich. Prvni
publikace nazvana ,,Major acid endopeptidases of the blood-feeding monogenean Eudiplozoon
nipponicum (Heteronchoinea: Diplozoidae)“, publikovanad v Casopise Parasitology v roce 2016, je
primarni studii k ziskani ucelené informace o povaze proteolytickych enzymid E. nipponicum.
Elegantni kombinaci nékolika relativné jednoduchych molekularnich a biochemickych metod autofi
potvrdili, Ze dominantni aktivitu v homogenatech i ES vzorcich tvofi cysteinové peptidazy, a to
zejména cathepsiny L pfevazujici nad aktivitou cathepsinii B ve vzorcich. Tento parazit tak evidentné
pouziva nékolik izoenzymu cathepsinu L sriznou funkci podobné jako u Fasciol a s podobnou
hypotézou nyni pracujeme v ramci naSich projektt i u klistéte obecného. Druha publikace nazvana
»Cysteine peptidases of Eudiplozoon nipponicum: a broad repertoire of structurally assorted
cathepsins L in contrast to the scarcity of cathepsins B in an invasive species of haematophagous
monogenean of common carp ., , kterd vysla v Parasites and Vectors v roce 2018, je pak zamétena
na bioinformatickou analyzu transkriptomovych dat z E. nipponicum s cilem identifikace vSech



isoenzymt cathepsini L. Celkem bylo identifikovano 10 riznych cathepsini L, dvé verze
s ptedpokléddanou roli v zazivani byly vybrany pro rekombinantni expresi v kvasinkach P. pastoris a
charakterizaci (tEnCL1 a rEnCL3 ) spolu jedinou isoformou cathepsinu B (rEnCB), ktera ma roli spise
v embryogenezi nez v traveni. V praci jsou tyto enzymy dale selektivné lokalizovany na polotenkych
(5pm) mikroskopickych tfezech pomoci RNA in situ hybridizace a immunohistochemie za pouziti
specifickych protilatek. Treti, podle mne nejkvalitngjsi predlozena publikace, je nazvana ,,A novel
Kunitz protein with proposed dual function from Eudiplozoon nipponicum (Monogenea) impairs
haemostasis and action of complement in vitro“. Tato publikace vySla v International Journal for
Parasitology vtomto roce a je zaméfend na inhibitory Kunitzova typu, které byly nalezeny
v transkriptomu dospé€lce E. nipponicum. Pro rekombinantni expresi a charakterizaci byl vybran
EnKTI1, kvali své vysoké homologii s textilininem-1, antihemorhagickym faktorem z pakobry
vychodni (Pseudonaja textilis). Kromé antikoagulacnich aktivit potvrzenych tromboelastografii, tento
Kunitz inhibitor je navic schopny blokovat i rybi komplementovou kaskadu vedouci k lyze bunck. Je
titeba zddraznit, Ze se jednd o prvni parazitdrni Kunitz protein, u kterého byla schopnost blokovat
komplement prokdzana. Vzhledem k expresi EnKT1 v gastrodermis, ma tento inhibitor ziejmé tlohu
v antikoagulaci a protekci stfevni stény parazita pfi sani na kaptich zabrech, coz je poznatek, ktery
mize mit dilezity vyznam i u jinych krev-sajicich ektoparazitii, napt. mnou studovanych klist’at.

Kapitola Zavér a diskuze je stru¢nym shrnutim vyznamu tfech publikovanych praci a jejich
zasazenim do SirSiho kontextu dlouhodobého vyzkumu. Diskuzi ocenuji jako velmi zdatilou, svédcici
o autor¢iné¢ povédomi a schopnosti zasazeni poznatkti do $irSiho kontextu, schopnosti objektivné
zhodnotit dosazené vysledky a s dostatkem odvahy k pfimétené. Stru¢né shrnuti vysledkd prace jen
podtrhuje celkoveé velmi pozitivni dojem z predlozené disertaéni prace.

Zavérecné hodnoceni
Prace je na zajimavé téma, je urcité kvalitni zpracovanim i obsahem a dle mého subjektivniho pohledu
splnuje vSechny formalni i vécné pozadavky pro udéleni doktorského/PhD titulu na PiF UK.

Moje otazky a vytky k praci jsou nasledujici:

1. ,,Vécna“ na uvod: Obrazek ¢. 5 je opravdu nevalné kvality. Navic citovani serveru Wikipedie jako
elektronického zdroje informaci v PhD praci asi neni uplné $tastnou volbou. Na rizné mechanismy
proteolyzy a rizné typy proteolytickych enzymu pfitom existuje zavedena citace, ktera je k nalezeni i
ve veét§ing autorkou citovanych praci a objevuje se (ve starsi verzi) 1 v seznamu pouzité literatury této
disertace - véd¢€la by autorka o jakou citaci se jedna?

2. ,Druhd vécna“ - na stran¢ 7 vé€ta “Protein ma sekrecni signalni sekvenci®. Jako plivodem
molekularni biolog, ¢asto dostavam ,,za vyuéenou‘ od parazitologli zejména v oblasti systematického
(a stale se méniciho) fazeni parazitarnich druhti. Proto to rad jednou oto¢im: co pfesné znamena
,»signalni peptid* u proteinli a jak pfesne souvisi ¢i nesouvisi se sekreci mimo buiiku?

3. Upfimné mi trochu mi vadi rozsahlost, nebo mozna spiSe nekoncepcnost celkového piistupu, kdy
vjedné PhD praci se studuje stievni degradomika, tzn. proteolytické aktivity a konkrétni enzymy
ucastnici se traveni krve, a zaroven se studuji inhibitory s potencialni roli v antikoagulaci hostitelské
krve. Nicméng, ke $tésti autorky se nakonec podafilo exprimovat a charakterizovat Kunitz inhibitor,
ktery se lokalizuje do gastrodermis a tudiz nejspiSe s travenim souvisi. Vzhledem k tomu, Ze druhy
oponent bude jisté jako expert na biochemii mit vice konkrétnich otazek k degradomice, rad se zeptam
na biologickou funkci identifikovaného Kunitz inhibitoru: Je mozné, ze by podobné jako nékteré z
Kunitz inhibitor z hadich venoml, mél i tento protein dualni funkci a mohl kromé inhibice
serinovych peptidaz blokovat i sodiko-draslikové pumpy na povrchu nervové soustavy pii
neuroparalyze hostitele, popf. v daleko niz$ich koncentraci pomoci modulace draslikovych kanali
modifikovat immunitni odpovéd’ rybiho hostitele za predpokladu, Ze by se do hostitelského krevniho
obchu dostaval regurgitaci pti sani E, nipponicum na zadbrech? (pozn.: podobné molekuly pochazejici
napr. z hadich jedii se pouzivaji jako cilené inhibitory Kvi.1, 1.3 kanalii pri lécbé autoimunnich
chorob a omezeni viastni imunity po transplantacich).



4. V publikaci ¢. 1 autorka uvadi, Ze nebyla detekovana aktivita asparaginylové peptidazy (tzv.
legumainu) pomoci Z-AAN-AMC fluorescencniho peptidolytického substratu v analyzovanych
vzorcich E. nipponicum. Otazka je jasna: jsou n¢&jaké legumain-kodujici sekvence piitomny
v dostupnych EST datech Z E. nipponicum? Lze opravdu vyloucit moznost absence legumainové
aktivity v dusledku zndmé pH indukované deaktivacni konformacni zmény tohoto enzymu pfi
nakladani se vzorky? (pozn.: lidsky, schistosomalni i klistéci prolegumain se autokatalyticky aktivuji
pri pH nizsim nez 5.0, vznikly mature legumain se pak deaktivuje pri prekroceni pH 6.5 smérem
k zasaditému spektru— souvisi to ziejmé se striktni pH regulaci legumainii jako lysosomalnich
procesujicich enzymii v pribéhu endolysosomalniho transportu a traveni.

5. Cisté teoreticky: v Evropé a zejména v Cechach se chlubime produkci kapra, i kdyZ tato vano&ni
ryba je v CR nepiivodnim druhem a byla sem zavledena ve stiedovéku zejména diky klasternimu
hospodarstvi. Ve skuteCnosti se jedna o kosmopolitné se vyskytujici, vétSinou konzumentd
neoblibenou, agresivni a pro ekosystémy nebezpecnou rybu. V zemich jako jsou USA (Mississippi)
nebo Australii (povodi fek Murray a Darling az 80 procent rybi populace) se dlouhodobé

(a neuspesné€) snazi tento neoblibeny invazivni druh ryby likvidovat prostiedky sahajicimi od
elektrickych zatarasti po pouziti specifickych virovych infekci. Dokazala by autorka spekulativné
zvazit, zda by néktery z jejich noveé ziskanych poznatkli spise nez k prevenci nakazy populace kaprd,
nemohl znamenat vyuziti specifického parazita kaprti jako biologického regulacniho nastroje kapii
populace v rizikovych lokalitach?

V Ceskych Budgjovicich dne 10.10. 2019 vypracoval

RNDr. Daniel Sojka, PhD.



