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Posudek diplomové prace Bce. Jany Schrenkové ,,Lokalizace izoforem katepsinu L
(IrCL) ve tkanich KliStéte Ixodes ricinus‘

Téma magisterské prace Bc. J. Schrenkové navazuje svym zaméfenim na jeji
bakaléiskou prici, ve které se zabyvala imunolokalizaci travicich peptidaz v nymfach klistéte
Ixodes ricinus v pribéhu sdni na hostiteli a béhem pfemény na dospélce. V predloZené praci
se soustfedila na lokalizaci izoforem katepsinu ve slinnych Zlazach dospélych samic klistéte,
kde byla jejich pfitomnost jiZ diive potvrzena. Detailni lokalizace by mohla pomoci vysvétlit
ulohu katepsinu L ve slindch klistéte, kterd dosud neni jasna. Praktické provedeni tohoto
ukolu je zaloZeno na spInéni dvou postupnych cill - nejprve pripravit protilatky pro detekci
katepsinu L, které jsou pak pouZity k vlastni imunolokalizaci ve slinnych Zlazich na elektron-
mikroskopické drovni. Splnéni téchto cili predpoklada pouZiti Sirokého spektra laboratornich
metod, které by nebylo moZné zvladnout bez predchoziho tréninku v podobé bakaldiské
préace.

Magisterskd prace J.Schrenkové ma rozsah 44 stran a je standardn€ roz¢lenéna na
teoreticky uvod (10 stran), experimentalni ¢ast (13 stran), vysledky a diskuze (9 stran,
obrazkova €ast (5 stran), zaveér véetn€ shrnuti (2 strany) a literarni odkazy (5 stran). Pocet
stranek zde zmifuji zimérné, protoZe hlavni charakteristika, kterou bych v souvislosti s touto
praci pouZila, je, Ze je velmi struénd. Proto se Ctendr v teoretickém piehledu dozvi pouze
obecny popis klistéte obecného a jeho Zivotniho cyklu, néco malo o tloze katepsinu
v travicich procesech a ultrastruktuie slinnych Zlaz. Pfehled metod, které byly pouZity
k piipravé protilatek ¢i imunolokalizaci enzymi nebo proteini v kliStécich tkdnich, autorka
zcela vynechala. I pii strucnosti teoretické ¢asti ma seznam pouZité literatury 68 poloZek,

z toho jsou Ctyfi internetové odkazy. BohuZel, nékteré odkazy uvadéné v praci nejsou

v seznamu zahrnuty: na str.1 v prvnim odstavci ivodu je to odkaz na prici Steen et al., 2006,
déle v kapitole 1.1. prvnim odstavci odkaz na praci Horék et al., 2002, na str. 9 prvni odstavec
odkaz Sonenshine, 2013, v druhém odstavci odkaz Sauer et al., 1986, na str. 16 odkaz na praci
Konvi¢kova 2016. V jinych odkazech jsou nepiesnosti, napi. str.7 popis obrazku upraveno dle
Simo et al. 2011, ale v seznamu literatury je u tohoto odkazu uveden rok 2012. Stejné tak
odkazy na prace Fawcetta a kol. z roku 1981 jsou v textu rozliSeny pismeny a a b, ale

v seznamu toto rozliSeni chybi. Naopak na nékteré publikace uvedené v seznamu jsem v textu
nenasla odkazy: Dykstra, Reus 2004, Griffith, Posthuma 2002.

Experimentalni ¢ast prace zacind jasnou definici dvou na sebe navazujicich cill prace
a pokracuje popisem jednotlivych metod, které autorka pouZila. I této ¢asti bych vytkla
priliSnou stru¢nost a i tady l1ze nalézt drobné nepiesnosti: str. 19, prvni odstavec: ¢4st slinnych




Zlaz byla promyta v PBS a nasucho zmraZena pfi -80°C — o jakou metodu zmraZeni se jedna?
Jak byly tyto vzorky ddle vyuZity? Str. 22 v prvnim i druhém odstavci je zmifiovan 45 pm filtr
Millex — mam za to, Ze se jednalo o 0,45um filtr. Ke zprehlednéni pomérné sloZitych postupii
popisovanych v této asti prace bych doporucovala pouZit pfehledné tabulky nebo diagramy.
Co se tyka vysledku prace, velmi oceriuji, jak si autorka poradila s pfipravou kryofez
a jejich znaCenim. Jak sama piSe na str. 28, jedna se o velmi ndro¢nou metodu, bohuZel viak
pfi svém stru¢ném vyjadfovani neupfesiiuje, v ¢em jeji ndrocnost spociva. Kapitole
4.Vysledky a diskuze bych vytkla, Ze zde chybi tabulkové zpracovani vysledki znaceni
katepsinu L1 a L3 u jednotlivych typt bunék acinii typu III v zévislosti na dob¢ sani, které by
¢tendfi znaéné usnadnilo orientaci. Diskutabilni se mi jevi umisténi nékterych Sipek
ukazujicich na nano&éstici Au v obr. 21, 23 a 26, na jejichZ zdklad€ jsou vyvozovény zavery o
nérdstu mnoZstvi peptiddz ve slinnych Zlazach klistéte. Toto se tykd i dalSich zavérd, napi.
zmény velikosti granuli v prib&hu sani. V praci jsem nenasla Zadné dikazy k tomuto tvrzeni.

K praci mam nékolik dotazi:

1/ Pro¢ autorka nejprve nepouzila imunolokalizaci na vzorcich slinnych Zlz zalitych do
metakrylatovych pryskyfic, kterd by byla snadnéjsi a umoZnila by jednoduSeji provést i
statistické vyhodnoceni intenzity znaceni?

2/ Jak byly méfena plochy granuli, kolik granuli bylo zméfeno a na kolika fezech

v jednotlivych ptipadech? Nebylo by pro tato méfeni vhodnéjsi pouZit metodu HPF

s naslednou substituc{ a zalitim do epoxidové pryskyfice, kde by byla mnohem 1épe
zachovana ultrastruktura slinnych Z14az? : ]
3/ Na zékladé jakych poznatki byly primdarni protildtky proti katepsinu L1 fedény v poméru
1:2 a proti katepsinu L3 v poméru 1:4 pfi imunolokalizaci na kryofezech?

4/ V prici bylo ukazé4no, Ze izoformy katepsini L se nachdzeji v sekre¢nich granulich bun¢k
acinii typu III. M4 autorka n&jaké vysvétleni, pro¢ tomu tak je?

Zavér: Be. Jana Schrenkovi i pres vySe uvedené nedostatky piedloZila zdafilou préci, kterd

spliiuje poZadavky kladené na zdvére€nou diplomovou praci. Doporuduji ji k obhajobé
s hodnocenim velmi dobfe.

V C. Budgjovicich, 16.1.2014
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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou prici Jany Schrenkové
Nazev: Lokalizace izoforem katepsinu L (IrCL) ve tkanich kliStéte Ixodes ricinus

Predlozena prace je zaméfena na ptipravu specifickych protilatek proti dvou izoformam
peptidazy katepsinu L s naslednou lokalizaci ve slinnych Zzlazach samic klistéte Ixodes
ricinus.

Prace je sepsand na 44 stranach, je pomérné piehledna a srozumitelna. V textu se vyskytuji
pieklepy, v jednom ptipadé chybi oznaeni obrazku (obr. 9D, str. 13). V citacich jsem
shledala pomérné dost nesrovnalosti. Jednou z dilezitych véci je, Ze n€které citace vyskytujici
se v textu chybi v seznamu literatury a naopak. Dale v seznamu literatury v ojedinélych
pfipadech neni zachovano abecedni potadi (viz. Barker et al., 1984), je uveden jiny rok
vydani u prace autora v textu a v seznamu citaci (Simo et al., 2011/2012?) a u 1/3 citaci chybi
¢arky za ndzvem casopisu.

V uvodni Casti prace se autorka zaméfila na charakterizaci klistéte Ixodes ricinus, kde
popisuje jeho Zivotni a vyvojovy cyklus. V nasledujici kapitole nds seznamuje s peptidazou
katepsinem L a jeji funkci ve fyziologii klistat. V posledni kapitole tvodu jsou pomérné
piehledné popsany slinné zlazy klistéte, jejich struktura a funkce, vSe je doplnéno obrazky.
Poznamky a otazky:

V kapitole 1.1, strana 2: Autorka piSe, Ze metamorfoza klistat probiha v teplotach do 15-
18°C. Myslim si, Ze jde o pieklep nebo $patnou informaci, teploty kolem 15-18°C jsou prilis
nizké a neprobiha pfi nich metamorféza klistéte.

Kapitola material a metody podrobné popisuje piipravu specifickych protilatek a jejich
ovéfeni metodou Western blot. Nasleduje popis pfipravy slinnych zlaz pro elektronovou
mikroskopii a imunolokalizace katepsinu L1 a L3 v téchto vzorcich.

Poznamky a otazky:

Podkapitola 3.1.5, strana 18: ,Inkubace probihala pfes noc na vykyvném michadle v 5%
mléce* - pii jaké teplote?

Podkapitola 3.2.1, strana 19: Kolik klistat, respektive kolik slinnych zlaz, bylo pouZito pro
pfipravu mikroskopickych vzorkia? (Uvedené pocty slinnych zlaz byly nebo budou pouzity
pro metodu Western blot?)

Vysledky a diskuze jsou spojeny do jedné kapitoly. Jsou sepsany celkem prehledné a
doplnény fotodokumentaci, ktera tvofi zaklad jedné ¢asti vysledkd.

Poznamky a otézky:

Pro¢ pro potvrzeni pfitomnosti katepsinu L1, L3 ve slinnych zlazach klistat metodou Western
blot byly pouzity slinné zlazy ze sedm dni sajicich samic (Materidl a metody, str. 18) a ne
z n€jakého Casového intervalu, ktery byl pouzit pro pfipravu mikroskopickych vzorka?

Na obr. 17 (str. 27) autorka popisuje pfitomnost katepsinu L1 ve slinnych zlazach. Peptidaza
se zde vyskytuje ve formé& aktivniho enzymu o velikosti 28kDa a dalsich dvou $tépnych -




produkti. Proti které &asti peptiddzy je vytvorena protilatka? V které ¢asti se peptidaza Stipe?
Je tato protilatka schopna rozeznat i ty asti peptidazy, které se po aktivaci odStépi?

Katepsiny L1 a L3 byly lokalizovény pouze v e buiikdch acini typu III? V jinych buiikach
acinti nebo jinych typech acind nebyly viibec nalezeny? Byly znaceny i aciny typu II?

Pies uvedené piipominky a otdzky se domnivam, Ze autorka zvladla pouzit¢ metody a
dosazené vysledky podavaji dil¢i informaci o lokalizaci katepsinu L1 a L3 ve slinnych
7lazach rizné nasatych samic klistéte Ixodes ricinus. Abychom ziskali ucelenou informaci o
mnozstvi katepsinii b&hem sani, je tfeba nékteré &asti experimentu zopakovat, piipadné
doplnit dal§i metodou (jak autorka sama zmifiuje). Jsem presvédCena, Ze magisterska
diplomova prace Jany Schrenkové spliiuje naroky Pfirodovédecké fakulty JU a doporucuji ji
k obhajobg.

Ao Te. MMM//
V Ceskych Budé&jovicich dne 14.1.2014 Veronika Urbanova




