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Prace Be. Kristyny Peterkové je na aktualni téma a navazuje na praci v laboratofi prof. Horaka a jejiho
Skolitele RNDr. Martina Kasného. Prace je velmi pékné psana a svédéi o porozuméni autorky tématu a
jeji ochoté pouzit solidni zabér metod molekularni parazitologie. Spravné je nastaven pfistup k dané
problematice - studium nové identifikovanych proteaz: po identifikaci vSech isoenzymti FmCL,
FmCB, a FmCD nésleduje prvni krok k jejich funkéni a biochemické charakterizaci - expresni gPCR
profilovani v Zivotnich stadiich dospélei, miracidie, vejce. Exprese v jednotlivych organech dospélce -
stieve, vitellariu, testes, vajeénicich a déloze je pak sledovana pomoci RNA in situ hybridizace. Prace
je zavrSena neuspésnym pokusem o rekombinantni expresi FmCB v kvasinkach P. pastoris.

Po obsahov¢ strance je prace pomémé rozsahla a prehledna a splituje pfedpoklady udéleni Mgr. titulu
na PfF UK. Velmi kladné€ hodnotim to, Ze tato magisterska prace je psana v anglickém jazyce, na
rozdil napf. od recentné oponovanych doktorskych praci 1. LF UK na podobné téma, a to navic
opravdu velmi kvalitnim stylem. Jako jiZ tradi¢né u diplomek z laboratofe prof. Horadka, velmi dobie
Jje zpracovana kapitola 1. uvod, kde na strankach 1-12 je velmi hezky popsana problematika
fascioloidnich motolic a studovanych proteaz. Velmi pichledna a uZite¢na jsou tabulky (nevim viak
pro¢ znagené jako figures?) uvad&jici pfehled identifikovanych fascioloidnich enzymu Cath L (figure
6) a Cath B (Figure 7) na strané 13-14. Kapitola metod je rozsahla a detailni a dobfe dopliiuje struénou
kapitolou vlastnich vysledki. Kladem prace je kvalitni podrobna diskuse. K diplomové praci mam
ne€kolik poznamek a dotazu:

1/ Téma diplomové prace se evidentnd piekryva minimaln¢ s magisterskou praci Mgr. Romany
Saskové, obhajené v roce 2015, kdy FmCL1 exprese byla sledovana ve dvou vyvojovych stadiich F.
magna pomoci PCR a studie lokalizace exprese FmCL1 byla provadéna pomoci in situ hybridizace
RNA. MiiZe autorka struéné zhodnotit v ¢em je jeji soucasna prace na FmCL pomoci obdobnych
metod rozdilni?

2/ qPCR kvantifikace str. 43, obr. 14, 15. Jedna se skutec¢né o dva nezavislé experimenty, jak je
uvedeno v textu, nebo o jiné vyjadieni vysledku téhoz experimentu? Vzhledem k tomu, Ze se jedna o
relativni kvantifikaci (normalizaci na housekeeping gen) a ne o absolutni kvantifikaci (vyjadieni
absolutniho poétu mRNA kopii) bych se rad nechal ujistit, jak byla data normalizovana, tak aby bylo
mozZné porovnavat relativni kvantifikace mezi riznymi PCR produkty na stejném DNA templatu v
obr. 14?7 V legendach ani v metodice jsem navic nenasel dostateéné vysvétleni, pro& chybi chybové
usecky u PCR kvantifikace cDNA templati z vajec.

3/ Nezazlivam autorce to, Ze se ji nepodafilo exprimovat FmCB v ramci jeji jinak p&kné diplomové
prace. Osobné bych ale uvital snahu o paralelni expresi FmCB v bakterialnim systému a to alespoii v
nerozpustné formé& za ucelem ziskani specifickych protilatek imunizaci, které pak lze pouZit pro
screening exprese v eukaryotickych systémech namisto pro tyto tcely ne-tiplné vhodné anti-HIS(tag)
protilatky. To ostatng potvrzuje ne zrovna piesvéd¢ivy immunodotblot screening (zde nazyvany
"yeastern blot") kolonii P. pastoris (figure 34). Zarazi mné v metodice na str. 38, Ze lyze otisku
kvasinkovych kolonii je zaloZena jen na 10% SDS - to je podle mého subjektivniho dojmu na
kvasinky s chitinovou bunéénou sténou malo. Trochu archaické a nadbyteéné pro diplomovou praci mi
pfijde uvadét PCR screening pozitivnich kolonii £. coli jako soucast vysledki - to snad patfi rad&ji jen
do protokoli. Na druhou stranu obrazek 32. by mél ukazovat dle metodiky PCR screening 24
kvasinkovych kolonii, ale vidime jen pozitivni kontrolu a dvé prazdné jamky? Z diskuze v &asti 5.3 je
patmé, Ze autorka si dobfe uvédomuje, jak lze optimalizovat expresi v kvasinkovych systémech. Moje
vlastni zkuSenost s kvasinkovou rekombinantni expresi je velmi riznoroda. Souhlasim, Ze Signal P 5.0
predikovany signalni peptid (nedekovatelny star§im algoritmem Signal P4.0) miZe byt pfidinou
zrovna tak jako pouziti alpha-mating faktor signalu pro sekreci do média. Osobné& jsem toho nazoru, e
zanejasnosti a nizké vytézky pii expresi pivodné lysozomalnich enzymu sekreci do média stoji dosud
ne uplné& objasnéné role post-transla¢nich signalt pro distribuci téchto enzymii v endo-sekreénim



systému eukaryotickych bun¢k (napf. lidsky pepsin a cathepsin D jsou strukturné prakticky stejné
molekuly, lisici se v podstaté jen v post-transla¢nich modifikacich, a pfesto jeden je lysozomalni a
druhy vné¢bunécény). Dobrym systémem pro expresi piivodné endolysozomalnich proteaz se proto jevi
organismy s evoluéné nazavislymi sekretorickymi mechanismy - napf. jeden druh parazitického
kinetoplastida, ktery byl pouzit pro expresi lidského legumainu - védéla by autorka, jaky systém mam
na mysli? Dalsi moZnosti je pouZit delsi nebo alternativni tag (kotvu, znacku): Mohla by autorka
vyjmenovat jiné tagy/znacky, které by §lo a bylo vhodné pouZit pro purifikaci rek. proteinu z
kvasinkovych médii jiné nez 6xHis tag?

4/ Cathepsin D (pepsin family) je velmi specifickou endoproteazou, ktera se v evoluci mnohokrat
vyvinula k specifickym loham zejména u paraziti. Kromé role v traveni hostitelské krve se v
poslednich letech parazitarni cathepsin D-like enzymy opét dostavaji do popiedi zajmu jako
molekulami cile pro boj s parazity: napf. cilena inhibice n€kterych malarialnich plasmepsini funguje i
u artemisinin resistentnich kment P. falciparum. Védéla by autorka popsat minimalné dvé dal$i (ne
travici) esencialni funkce cathepsinu D napf. u n€kterého zastupce Apicomplexa: Plasmodium,
Toxoplasma? Ptam se v souvislosti s navrhovanou roli FmCD jako enzymu traviciho §neéi proteiny v
miracidiich, kde je podle autorky dominantni protedzou. Mohla by ta role spoéivat i v né¢em jiném?
Evidentn€ FmCD ma i roli béhem embryogeneze - mohla by to byt pomala degradace Zloutkovych
rezerv- spoleéné s FmCB 1 FmCL?

Zavérem: domnivam, Ze piedloZena prace je kvalitni a splituje podminky kladené na diplomovou

praci, véetné zpracovani literarni reerse a osvojeni relevantniho spektra metod. Proto ji doporuéuji k
obhajobé a hodnotim jako chvalitebnou aZ vybornou v zavislosti na prezentaci p¥i obhajobg.

V Ceskych Budgjovicich dne 10.5, 2019 vypracoval

RNDr. Daniel Sojka, PhD.




