Oponentsky posudek na bakalarskou praci:

Molekuldrni charakterizace NADPH oxidazy ve stirevé klistéte Ixodes ricinus,
kterou vypracoval Matéj Kuéera pod vedenim RNDr. Petra Kopacka, CSc. (3kolitel) a
Mgr. Jana Pernera (8kolitel specialista) na Pfirodovédecké fakulté Jiho¢eské univerzity
v Ceskych Bud&jovicich.

PiedloZena bakalafska prace se zabyva studiem dualni oxidazy (dale DUOX), enzymu
podilejiciho se na vzniku peroxidu vodiku u mnohobunéénych organismda.
Cilem Matg&je bylo identifikovat gen pro DUOX u klistéte Ixodes ricinus, sledovat jeho
expresi v jednotlivych tkéanich klistéte a ptipravit specifické protilatky proti DUOX proteinu.
Taktéz byla sledovana dynamika exprese DUOX u klistéte v prib&hu séni a béhem umélé
mikrobialni infekce.

Prace ma klasické ¢lenéni, obsahuje 44 stran psanych v Eestin€ a jednotlivé kapitoly jsou
relativné dobfe vyvazeny. Jazyk je misty trochu kostrbaty, objevuji se drobné pieklepy, ale
tyto mali¢kosti praci neubiraji na srozumitelnosti a ¢tivosti.

Uvod je pomérn& podrobny, popisuje modelovy organismus se zamé&fenim na jeho imunitu,
dale pak charakterizuje rodinu NADPH oxidaz, do které patti studovany gen.
Kapitola obsahuje dva obrazky, jeden vykresluje strukturu NOXS proteinu, druhy strukturu
DUOX proteinu. Oba obrazky jsou téméf identické a domnivam se, Ze pro uvedeni do
problematiky by plné stadil pouze obrazek &islo dvé, ktery ukazuje strukturu studovaného
proteinu a reakci, kterou katalyzuje.TaktéZ mi chybi legenda k obrazkiim, nejsou vysvétleny
zkratky jednotlivych podjednotek a neni uveden zdroj ze kterého autor pii tvorbé schématu
vychazel.

Druhé ¢ast Materidl a metody je vypracovana velmi peclivé a precizné a z této ¢asti je
ziejmé, Ze autor chape, jak jednotlivé metody funguji. Prace muiZze v budoucnosti poslouZzit
jako manual a predloZené protokoly lze aplikovat na obdobné experimenty.

Pouze v oddéleni 2.20. doslo podle mého minéni k zaméné zkratek a zmitiovany odstavec
neptestavuje real-time PCR (Q-PCR), ale reverse transcription PCR, které se uvadi pod
zkratkou RT-PCR. Autor v diskusi uvadi, Ze planuje v budoucnosti pouzit real-time PCR,
muiZe tedy vysvétlit rozdil v téchto dvou metodach (Q-PCR, QRT-PCR x RT-PCR), jejich
princip a vyhody €i nevyhody?

Cast Vysledky sebou pfindsi celou fadu zajimavych pokusi a s nimi i otazek, které svym
vyznamem vysoce prevySuji pivodni ramec bakaléafské prace a doufam, Ze v zapocatych
experimentech bude autor ¢i kolektiv autorti pokracovat.

Autorovi se podafilo vytvofit polyklonalni protilatku proti DUOX proteinu, coZ je mnohdy
nelehky tkol, zahrnujici celou fadu molekuldrné biologickych postupt.

Zde bych méla par dotazi:

Jaké dalsi experimenty planuje autor s jiZz vytvofenou protilatkou?

V jakych tkénich a pro¢ se ocekava nejvyssi exprese?




Jedna se o transmembranovy protein, nicméné neni explicitné feceno u jaké organely se
predpoklada jeho vyskyt.

V RT-PCR experimentech pouziva autor ferritin jako kontrolu, coZ pro mé& coby
nezainteresovaného ¢tenare bylo ptekvapivé. Predpokladala bych, Ze béhem sani dochazi
k navyseni jeho exprese. MiZe autor bliZze vysvétlit jak probiha regulace tohoto proteinu u
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uvedeno, ktery ferritin je v praci pouzit. Je mozné vyuZit oba ferritiny jako kontrolu?

V oddé¢leni 3.9. , kde je sledovan vliv mikrobi na expresi DUOX doslo k $patnému uvedeni
citace. Pfedpokladam, Ze prace zabyvajici se pfenosem plasmodii komarem vznikla v roce
2012 a ma byt tedy uvedena jako Oliveira et al. 2012 nikoliv 2011, kdy se jedna o jinou préci
s prvnim autorem shodného jména.

Cast diskuse je pomérné stru¢na nicméné se vécné vyjadiuje k danému tématu.
Zaobira se zejména expresi DUOX v pfitomnosti patogenti a pouze okrajoveé zmifiuje vliv
hemu na sniZenou expresi DUOX.

Zde bych si dovolila nesouhlasit s tvrzenim v prvnim odstavci; cituji :“...prab&h exprese
DUOX ve slinnych Zlazéch i vajeénﬂgéc , které se nedostanou do pfimého kontaktu s hemem
nebo hemoglobinem, je odliny.” V ptipadé¢ vaje¢niki je myslim patern exprese hodné
podobny situaci ve stfeve a proto bych se snaZila vyhnout tomuto zjednoduSujicimu tvrzeni.
MuZe autor nastinit situaci ve vajeénikaw&/? Je pro tuto tkan zvySend potieba hemu?

Je zndmo mnoZstvi mikroorganism, které se vyskytuji v krvi? Neni tedy mozné, Ze pokles
DUOX po naséti krve je zplisoben taktéZ pfitomnosti mikrobt nikoli hemu? Jaky experiment
autor navrhuje pro zodpovézeni této otazky.

Jak sam autor uvadi velice zajimavou &asti prace je experiment, v némz dochazi k eliminaci
DUOX po infekci mikroby, coz je v rozporu z vysledky, které byly opublikovany na D.
melanogaster (Ha et al, 2005), kde dochazi k opaénému fenoménu.

Za jakym ucelem byl experiment provadén jak s zivymi tak s mrtvymi mikroorganismy?
MiiZe autor vyslovit ptivodni hypotézu, ktera ho vedla k prezentovanému experimentalnimu
designu?

Myslim, Zze Maté€j Kucera odvedl v ramci svého bakalaiského projektu velky kus prace a
pfinesl celou fadu zajimavych vysledki, které dokéazal zformulovat a oddiskutovat.
Nepochybuji, Ze nasbirana data budou soucasti kvalitni védecké publikace, coZz bude pro
Matéje dobrym startem v jeho védecké kariére.

Mijj celkovy dojem z piedloZené bakalafské prace je velmi dobry, tim ov§em nemyslim

znamku tu navrhuji na vybornou.
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