Posudek na magisterskou diplomovou praci Bc. Terézie Perhacové
Katepsiny L cerkarii Diplostomum pseudospathaceum

Predlozend diplomova prace Bc. Terézie PerhaCové je psana ve slovenstiné a na 66 strankach hlavniho textu se zabyva zajimavou
problematikou cysteinovych peptidaz cathepsinl L v motolici Diplostomum pseudospathaceum.

Préace je logicky ¢lenéna na Uvod, literarni prehled, metodiku, vysledky, diskusi, zavéreéné shrnuti, seznam pouzitych chemikalii, kitd, primer(
a software a seznam pouzité literatury.

Ve stru¢ném uvodu jsou definovany cile prace, které se studentce z vétsi ¢asti podafrilo splnit.

Literarni prehled podava informace o pouzitém organismu a jeho peptidazach se zamérenim na peptidazy zapojené do invaze hostitele,
migrace motolic a traveni. Jsou pouZity vhodné zdroje, které jsou citovany. V literarnim prehledu postradam snad jen dalsi informace
o cathepsinu L z jinych parazit(.

Experimentalni prace zahrnovala velké mnoZstvi metodickych postupl. Dosazené vysledky jsou dokumentovany obrazky a grafy. Hlavnimi
vysledky jsou zjisténi, Ze cathepsin L zodpovida za hlavni peptidolytickou aktivitu v homogenatu cerkarii, ziskani kompletni sekvence DpCL2,
DpCL3 a nekompletni DpCL1 (bez 5 konce). Dale bylo zjisténo, Ze cerkarie nejvice exprimuji DpCL3. Ten byl také exprimovan v kvasinkach.

Biochemicka charakterizace, jako je zjisténi pH optima aktivity, byla bohuZel provadéna pouze na smési cathepsinl L ziskané purifikaci
z homogenatu z cerkarii. Jak sama autorka uvadi, tato data nejsou zcela relevantni a zajimavéjsi bude biochemickd charakterizace
rekombinantné pfipravenych peptidaz.

Funkce byla odhadovana pouze na zdkladé lokalizace, pficemZ podle drivéjsich vysledkl se cathepsiny L nachazi v penetracnich Zlazach.
Protilatky pfipravené autorkou imunizaci mysi peptidazou purifikovanou z homogenatu z cerkarii ale znacily zejména céka cerkarii.

Diskuse tyto nesrovnalosti vhodné komentuje, kriticky hodnoti vsechny ziskané vysledky, porovnava je s vysledky jinych autord a navrhuje
moZna vysvétleni a feseni. Zavér pak dosazené vysledky prehledné shrnuje.

Na praci je bohuZel neprehlédnutelné, Ze (jak autorka sama v prevaziné ironickém podékovani ptiznava) byla sepisovana pod ¢asovym tlakem
a zjevné nezbyl ¢as ani na zbéZnou kontrolu pravopisnych chyb a preklepl. Drobné preklepy (napf. chybéjici nebo prohozena pismena,
nejCastéji ,pouze” chybéjici mezery za interpunkénimi znaménky a mnohdy i mezi slovy) se tak vyskytuji v nesmirném mnozstvi a prakticky ve
vsech ¢astech prace, véetné abstraktu, seznamu literatury, jménech autord i v nadpisech.

K praci mam tyto pripominky a otazky:

Cela prace obsahuje nesmirné mnozstvi drobnych preklepa.

Autorka ignoruje pravidla psani mezer mezi ¢islem a jednotkou a nepouziva nezlomitelné mezery.
Obrazek 7: Osy grafu by mély byt popsany ptrimo v grafu, nejen v popisu.

V seznamu literatury chybi prace Dr. Steverdinga, na kterou se autorka odkazuje na strané 60.

Nevhodny zapis u sloZeni nékterych pufrd a médii, napt. u LB média - Iépe nez hmotnosti jednotlivych sloZzek je pouZit procenta.

Graf 1: Postradam chybové uUsecky. Bylo méreni provadéno v triplikdtech? Ve vysledkové casti je uvedeno, Ze inhibitor CA-074 je
specificky na cathepsiny B, podle tabulky 2 inhibuje i jiné cysteinové peptiddzy. Jak je to s inhibici cathepsinu L timto inhibitorem za
redukujicich a za neredukujicich podminek?

Pro¢ nebyla provedena biochemicka charakterizace rekombinantniho DpCL3? Byla ovérfena enzymatickd aktivita? Pokud ano, jakym
zpUsobem a s jakym vysledkem?

Funkce sledované peptidazy byla odhadovana pouze na zakladé lokalizace. Jaké jiné postupy je mozné u motolic pouzit?

V diskusi se piSe, Ze kromé jiz hotového rekombinantniho cathepsinu DpCL3 jsou v pfipravé i zbyvajici zndmé isoformy DpCL1 a DpCL2,
které maji slouzit mimo jiné i pro pfipravu protilatek pro imunolokalizaci. Jedna se o celé proteiny, nebo jejich fragmenty? Je viibec
mozZné timto zplUsobem pfipravit protilatky specifické pro konkrétni isoformu? Jak jinak Ize ziskat protilatky specifické pro jednotlivé
isoformy?

Pfes vyse zminéné pfipominky jsem presvédcen, Ze prace spliiuje poZzadavky kladené na magisterskou diplomovou praci a doporucuji ji
k obhajobé.
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