Oponentsky posudek na magisterskou praci Be. Frantiska Musila ,,MozZnosti a
limity RNA interference u klistéte Ixodes ricinus‘

PfedloZena prace ma vcetné priloh 55 stran a zachovava klasické ¢lenéni diplomovych
praci. Jeji uvod je piehledny, jasny, ¢tivy a srozumitelny. Formulovani cili prace ptisobi viak
pirekvapivé. Ani z reSerSe nevyplyva a ani v tomto bodé neni nijak zdivodnéno, pro¢ byl
zvolen pravée chitin vazajici protein a pro¢ cathepsiny B1 a B2, pro¢ byla studovana praveé tato
trojice. Zadna pracovni hypotéza, nic, pfi¢emz by stacilo jen par slov. Ta nenalezneme ani
v diskusi, ani v zavéru. Misto toho je v cilech prace véta vice méné metodického charakteru
psana v nevhodném cCase a o prvnim tkolu prace se dozviddme az ve vysledcich na str. 27 a
na str. 45 v zavéru.

Kapitola material a metody je rozepsana na 12 strankach. Popis je velmi piehledny,
detailni a cenny pro kohokoli, kdo by se chtél touto problematikou zabyvat. Pfesto nékteré
¢asti se zdaji byt nedostateéné popsany. Nedozvime se nic o stafi, pohlavi, linii a dodavateli
morcat. Ani v kapitole vysledky nezmoudiime a tak nevime, zda na moréeti byl vZdy jeden, ¢i
vice kloboucku s klist’aty. JelikoZ pfedpokladam, Ze jeden a to vZdy s celou studovanou
skupinou, pak vyvstava naléhavé otazka inbrednosti mor¢at a toho, Ze sani na jiném mor&eti
probiha za odlisnych podminek. Vzhledem k tomu, Ze inbredni SPF mor¢ata je obtizné
sehnat, je tieba experiment vhodné uspofadat a maximalné vyuZit moZnosti statistiky.
Uspofadani experimentu, které bylo (jak pfedpokladam) pouZito, neumoZiiuje vliv riiznych
morcat eliminovat, statistické vyhodnoceni po¢tu sajicich a odpadlych klidt'at neni mozZné.

Kapitola vysledky piinasi cenné poznatky a velmi kladné hodnotim dikladny priikaz
toho, zda doslo k RNA interferenci ¢i ne. Horsi je to s biologickym testem. U CBP se piSe, Ze
vysledek (odpadnuti €asti kliSt'at) naznaoval mozny negativni dopad eliminace CBP na
schopnost sani a mortalitu testovanych samic. To jsou dva pojmy, snad by $lo mezi nimi
rozliit a prostudovat odpadla klist'ata jak biologicky (Zivotnost resp. pravdépodobna pfi¢ina
uhynu), tak i molekularn¢ biologicky (zjisténi, zda doslo k RNA interferenci a v jakém
rozsahu, stejné tak, jak bylo u€inéno u sajicich klist’at). Vliv RNA interference nebyl
jednoznaény, misto 7 odpadlo 12 klistat a to pravdépodobné na jiném mordéeti, nelze to
statisticky hodnotit, tudiZ podrobné;jsi analyza by byla na misté. Hodnotit viak 3lo primérné
vahy klistat po sani. Je udana jen primérna vaha, chybi smérodatna odchylka a chybi
vyhodnoceni statistické vyznamnosti rozdilu.

Statistické vyhodnoceni alesponi vahy klist'at chybi i pfi studiu RNA interference u
cathepsini Bla B2. Jsem rad, Ze autor dochazi k zavéru, Ze studoval preZivsi jedince, tedy
jedince, kde se vlastné€ ani RNA interference nemusela uplatnit, tedy subpopulaci klistat
moZna vice méné€ z hlediska uspéSnosti interference nedostatecné povedenou. Autorova véta,
Ze uspéSné sniZeni projevu cathepsinu B1 a B2 bylo s velkou pravdépodobnosti hlavni
pfi¢inou tthynu samic v prub&hu rané faze sani je z diivodu nedostate¢ného prostudovani
odpadlych kli3t'at mélo podloZena. Nezavisly pozorovatel si totiz miize predstavit, jak u RNA
interferenci ovlivnénych klistat diky neexistenci dvou enzymu chybi koncové produkty.



Chybgjici zpétna vazba vede k nekontrolovanému sani klist'at se stézi pfedvidatelnymi
disledky, moZna reversibilnimi po odeznéni interference.

V diskusi bych o¢ekaval, Ze za¢ne diskutabilnimi body, jako je zejména dynamika
potlaceni obou cathepsinti apod. Tyto otazky, véetné zpiisobu aplikace dsRNA jsou sice
diskutovény, ale troSi¢ku neuspofaddané, nema to ten fad, na ktery si ¢tenaf zvykne
z pfedchozich ¢asti. Hlavné vSak jsou diskutovany aZ v druhé ¢asti kapitoly az po tvahach o
perspektivach RNA interference, kterymi by méla kapitola koncit a ne zacinat.

Co se tyCe zaveéru, snad by bylo vhodnéjsi uvést dosazené vysledky v bodech, to je
vSak jen na zvazeni.

Pfes uvedené vyhrady praci hodnotim pozitivné. Studium RNA interference bylo
provedeno velice dobfe, mnoZstvi a kvalita odvedené prace jsou obdivuhodné a prace urcité
v mnoha ohledech nejen napliiuje ale i vyrazné pievySuje pozadavky kladené na magisterskou
praci. Svymi pfipominkami jsem se snaZil pouze upozornit na to aby skvéle zvladnuté
genidlni metodiky vyzkumu nebyly znehodnocovany podcenénim dalSich okolnosti jejich
pouziti. Je mi jasné, Ze biologicky pokus na mor¢atech byl né¢im druhotnym, v tom pfipadé
vSak nemél byt ani v¢lefiovan a prace mohla zistat v roviné metodické.
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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Bc. FrantiSka Musila:
“Moznosti a limity RNA interference u klistéte Ixodes ricinus”.

Predkladana magisterska prace obsahuje celkem 55 stran a sklada se z anotace,
Gvodu, &asti material a metody, vlastnich vysledku, diskuze, zavéru, seznamu pouzite
literatury a 4 stran pfiloh. Samotna prace je napsana velice piehledné a srozumitelné
s minimalnim poétem preklept a chyb a obsahuje vSechny formalni nalezitosti kladené na
magisterskou diplomovou praci.

Autor fesi ve své praci zajimavé a rozhodné ne jednoduché téma a pro dosazeni vytyCenych
cili zvladl Siroké spektrum molekularné-biologickych metod. Ziskané vysledky interpretuje
autor velmi fundované a piipadné otazky které v prab&hu &teni magisterské prace vyvstaly
zodpovédél pomérné zdatné v diskuzi své prace.

K pfedkladané magisterské praci nemam zadne zasadni faktické pripominky. Pouze
pro ujasnéni zadam autora o vyjadfeni k nasledujicim pfipominkam a dotazum:

1. U seznamu pouzitych zkratek by bylo prehlednéjsi je rfadit abecedné, plus néktere

chybi (Th1, AK, SGE, PM, HBP).

V &asti metody se vyvarovat uzivani anglickych terminu pro pufr, smes a enzym.

V ¢&asti vysledky oznacit velikost DNA standardd pro snadnéjsi orientaci.

Strana 2 - Klisté [. ricinus patfi mezi 3 — hostitelské druhy (Singh a Girschick, 2003).

Zde by bylo mozna vhodngéjsi to upfesnit.

5. Strana 17 — Jaky aktin pouzil autor jako vnitini kontrolu?

6. Strana 18 — Autor uvadi ze: ,Vpich byl provadén do hemolymfy mezi I. a Il. kyCelnim
kloubem na vertikalni strané klistéte." Tak by mé zajimalo ktera je vertikalni strana
klistéte?

7. Strana 35 — U protilatky RaX cathB1: Zda je schopna rozliSit CathB1 od CathB27?
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| pfes vy$e uvedené pfipominky jsem zcela pfesvédcen, ze predlozena prace splnuje
veskeré pozadavky kladené na magisterskou diplomovou préaci na Pfirodovédecké fakulté
Jihoéeské univerzity a jednoznacné ji doporucuji k obhajobé.
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V Ceskych Budé&jovicich dne 24.5.2009 Robert Fedi¢



