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Oponentsky posudek na bakalafskou praci Tomase Krucka

,Studium genii homologickych savéim ektonukleotiddzam na modelovém
organismu Drosophila melanogaster*

Cilem price bylo studovat vliv vypnuti péti genii homologickych se sav¢imi
ektonukleotiddzami na mutanty v genu ADGF-A, kédujicim gen pro adenosindeaminazu, a
v genu cactus, jehoz produkt je soucasti drahy Toll, ddlezité pro vyvoj embrya a imunitni
systém dospélct. Dil¢imi kroky bylo (1) ové&feni pozic P-elementu ve dvou genech pro
ektonukleotiddzy pomoci PCR a nasledné vytvofeni a testovani vitality linii nesoucich mutaci
jak v ektonukleotidazach, tak v ADGF-A, (2) vypnout RNA interferenci pét geni pro
ektonukleotiddzy a sledovat sniZeni mnozstvi pfislusné mRNA a vliv na fenotypovy projev,
(3) k¥izenim ziskat linie nesouci jak konstrukt pro RNAI, tak nulovou nebo hypomorfni
mutaci v genu cactus a sledovat jejich spole¢ny vliv na fenotypovy projev.

Uvod i Diskuse jsou velmi p&kné napsané. Uvod poskytuje vstupni informace nutné
pro pochopeni smyslu prace a logiky pokust. K této ¢asti mam vyhradu jen k popisku k obr.
4, ktery by mé&l obsahovat vice informaci, nez Ze se divame na obrazek A,B,C a D, napf. jestli
se jednd o srovnani divoké a mutantni formy, coZ je informace, kterd neni obsaZend ani textu.
V Diskusi pak autor fundované diskutuje své vysledky v kontextu dostupné literatury a
vysledku dalsich ¢lenti laboratofe.

Metodika je podrobné popsana, nicméné bylo by obtizné podle ni pokusy zopakovat.
Piipomina poznamky pro vlastni pouZiti spide nez text urCeny pro publikovani, ¢asto neni
jasné, co mél autor na mysli (napf. ,precipitace 2,5 v ethanolu/100% ledovy®, nebo
,koncentrace vzorki potfeba 2 pg (ul)“). U fady enzymi je sice napsané mnoZstvi, které se
pfidalo do reakce, ale ne polet jednotek, chybi koncentrace primerti a napf. znazvu
podkapitoly 3.3.4.3 ,,Elektroforéza pro ovéfeni RNA z RT-PCR* neni jasné, o co autorovi Slo.

Vysledky sestdvaji prevazné z obrazki geli a z grafii, ke kterym mém nésledujici
pfipominky:

1) Graf 1: podle mého nazoru by mél byt pfitomen Oregon jako divoka kontrola.

2) Obr. 16, draha ¢. 2 by méla obsahovat PCR produkt primeri pro gen CG1961
amplifikovany, jak zminéno na dalii strang, za idedlnich podminek. Nicmén€ zddny produkt
tam neni. Marker na tomto gelu neni vidét.

3) Obr. 18 + 19 a 20 + 21: vzorky a k nim piisludejici kontroly by mély byt na stejném gelu
(konkrétné vzorky €. 7 + 8 a 4 + 5), aby rozdily v jejich intenzitich nemohly byt zpisobeny
napf. jinou délkou barveni v etidiumbromidu. Také by se lépe srovnavaly.

4) Obr. 24 a 26: gely jsou velice slab& nabarvené, prouzky skoro nejsou vidét. Pozitivni
kontrola Oregon v draze €. 6 nema Zadny produkt. V textu chybi hodnoceni vzorku ¢. 11883.
5) Obr. 28 a 29: chybi fotografie kmene Oregon pro srovnani. Také bych ocenila Sipky
k tumortim, ne viude je jasné, co je co. Popisek k obrazku 29 neni dokoncen.

6) Tm (melting temperature) neni totéZ jako Ta (annealing temperature), tedy teplota nasedani
primert.



Obecné bych textu vytkla, Ze v nékterych vétach chybi slova (napf. ,,Dile nutno
srovnat amplifikovand mnoZstvi cDNA do reakci, aby vysledné prouzky pii elektroforéze
byly stejné znatelné.” (str. 33)). N&kde je slovni tispora na tkor srozumitelnosti. Napi. na
strané¢ 30 si autor pochvaluje, Ze od svého 3kolitele obdrZel nukleotiddzy. Z kontextu
odhaduji, Ze se jednalo spise o primery k nukleotiddzovym gentm.

V textu chybi odkazy na vétSinu obrazki. Legendy k obrazkim by mély vysvétlovat,
‘co na obrazcich je, a to i v piipadé, Ze je tato informace jiz uvedena v textu. Stejné tak u
pfiloh neni napsané, co obsahuji, je potieba zp&tné hledat v textu. Popisek k tabulce by rovnéz
mél obsahovat vic informace nez napf. ,,IIIG/E8; SNT/Act-Gal4“. Cast textu v tabulce 7A je
anglicky, zbytek ¢esky. V textu se ob¢as objevuji anglické vyrazy (band misto prouZek (str.
31), stock misto kmen nebo linie (str. 40)), nebo jejich Seské formy (FlyBaze misto databaze
FlyBase (str. 20), ubikvitni misto v§udyptitomny (str. 47)).

K praci mam nasledujici dotazy:

1) Pro¢ byla inzerce P-elementu pouZita jen u dvou gend a u ostatnich ne? Planujete zjistit
efekt inzerci na expresi genti? Pro¢ se nepouzila pouze RNAi?

2) Pro¢ nebyla k méfeni mRNA po RNAi pouzita Real-time PCR misto semi-kvantitativni
PCR?

3) Jak si autor vysvétluje, Ze u kmene 4827/49358 podle semi-kvantitativni PCR dochézi
k srovnateln€ silné RNAi u kontroly bez Gal4 driveru a TM6B/SNT, ale v porovnani s
TM6B/SNT ma ubytek mRNA maly fenotypovy projev? A naopak pro¢ u kmene CG30104,
kde je velky rozdil vredukci mRNA prislusného genu mezi Gal4/SNT a kontrolou
TM6B/5NT, je maly rozdil ve fenotypovém projevu?

4) V diskusi o vlivu RNAi na mnoZstvi transktiptu autor poznamenava, Ze nebylo mozné
zjistit, zda doSlo k ipIné degradaci transkriptu, nebo jen k jeho snizeni pod detekovatelnou
hranici. Nemohla by tento problém vyfesit paralelni klasicka PCR s 30-35 cykly?

Zavérem je nutno poznamenat, 7e navzdory vySe zminénym pripominkam je
evidentni, Ze Tom4$ Kriacek vykonal velké mnozZstvi prace, jejiz podstaté dobfe rozumi a o
Jejiz vysledcich je schopen kvalitné diskutovat. Proto jeho praci jednoznaéné doporucuji
k obhajobé.
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