Oponentsky posudek bakalafrské prace Katefiny Svehlové

»Riboswitch jako nova molekularni metoda regulace exprese genu
na urovni mRNA v Leishmania tarentolae*

Predkladana bakalarska prace se zabyva problematikou zavedeni a testovani
ucinnosti theophyllinového riboswitche pro regulaci genové exprese v eukaryontnim
protozoalnim organismu Leishmania tarentolae. Toto téma je jisté aktualni, zejména
z hlediska vyuZiti regulace genové exprese pomoci aptamerového riboswitche u
organisml, u kterych pfistupy jakym je napfiklad interference RNA prozatim
selhavaji. Prace je psana v Ceském jazyce, ¢lenéna na Uvod, metody, material,
vysledky, diskuzi, zavér a pouZzitou literaturu, ma celkem 44 stran. Prace je sepsana
jasné a srozumitelné& s minimem chyb nebo pfeklep.

K praci jako celku nemam Zadné podstatné vyhrady, nicméné bych se chtél
dotazat i upozornit na nasleduijici:

e Vuvodu, kterym je literarni reSerSe autorka srozumitelné seznamuje &tenare
s feSenou problematikou, nicméné mi tu chybi blizsi charakteristika theophyllinu,
jakozto ligandu pro aptamerovy riboswitch na jehoz testovani je autoréina prace
zamerena. Dale by mé zajimalo, jaky je princip metody SELEX?

» Vkapitolach metody a material Katefina detailné popisuje véechny metody, které
pro svou praci pouzila. Zde musim konstatovat, ze vycet molekularnich metod je
pro bakalarskou praci nadprimérny. Zarazily mé tu nékteré formulace, které snad
uvadim jen pro zasmani. Jako napf. ,blokovani membrany v beztuéném mléce"
nebo Ze ,vzorky v — 80°C mohly byt skladovany v papirové krabiéce".

» Kapitola vysledky: Nesouhlasim s autorkou v tvrzeni, Ze theophillin nebyl pro L.
tarentolae toxicky do koncentrace 2mM. Pokud se podiva na riistovou kfivku, je
patrné, Ze pfi koncentraci 2mM je rlst leishmanii oproti negativni kontrole
zpomalen a podle mé by se tento rozdil jesté zvétsil pii prodlouzeni doby
kultivace.

o Zvysledkl vyplyva, Ze testovani riboswitche v L. tarentoale ztroskotalo jiz pfi
samotné pfipravé konstruktu nesoucim riboswitch-EGFP, ktery byl sice
transfekovan do leishmanii, ale jak se pozdéji ukazalo, plasmid byl chybné&
zaklonovan. To se samoziejmé studentu bakalarského stupné maze stat, a proto
Katce do budoucna pieji vice Stésti a hlavné vice pozornosti nejenom pfi
klonovani. | pfes tento neuspé&ch se mi velice libilo, jak sviij chybny postup pfi
klonovani autorka odiskutovala a doplnila nazornym schématem.

e Dale by mé zajimalo jak rychle by méla podle autorky reagovat burika na
pfitomnost &i nepfitomnost ligandu v kultufe, zejména po jeho odmyti, jak
popisuje v diskuzi. Domnivam se, Ze vSe bude spi$e zaviset na vyfedéni proteinu
v kulture. Vzhledem ke genera¢ni dobé L. tarentolae, ktera je kolem 8 hodin, to
nebude patrné v fadu hodin ale spi$e nékolika dni.

Na zakladé predkladané prace mohu konstatovat, Ze jeji obsah a mnozstvi
vysledkl odpovida urovni bakalaiské prace. A&koliv autorka bohuzel nedosahla
vSech vytyCenych cilll, jasné prokazala schopnost pracovat s odbornou literaturou a
zejmeéna ocenuji Siroké spektrum molekularné biologickych metod, které si Katefina
béhem svého pocinani osvojila. Proto navrhuji, aby bakalafska prace Katefiny
Svehlové byla jednoznaéné pfijata k obhajobé.
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