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Oponentsky posudek na magisterskou praci Bc. Jany Kadlecové

Magisterska préce slecny Jany Kadlecové se zabyva proteinem z rodiny transferind, ktera
zahrnuje velmi rozmanitou skupinou proteint hrajici duleZitou roli nejen v metabolismu Zeleza,
ale i v jinych bunéénych procesech. Situace u bezobratlych organism je pomérné slozitd, jelikoZ
studovani zastupci kéduji ve svém genomu hned nékolik transferinG, z nichZ nékteri maji
schopnost vazat Zelezo, jini hraji dlleZitou roli vimunité bezobraltych ¢i v uspofadani
mezibunéénych spojl. Autorka si dala za ukol zjistit, jak je to s rodinou transferinG u klistéte
obecného.

Z jeji prace jsem pochopila, Ze byl v genomu nalezen pouze jeden kandidat ( a to jesté nedplny),
patfici s vysokou pravdépodobnosti do rodiny transferint 2. Transferin 2 u komara (A. aegypti)
nema schopnost vazat Zelezo a muize hrat roli béhem ristu a vyvoje komara. U octomilky
transferin 2 je vazan v membrané a je slozkou prepazkovych spojl. U tohoto druhu autorka
nezminuje, zda je schopny vazat Zelezo, ¢i nikoliv.

TudiZ role tohoto proteinu u klistéte je zcela neznama a autorka se na tuto otazku snaZila najit
odpovéd. JelikoZ je tato otazka pomérné sloZita, neni divu, Ze se autorka moc nedopatrala
funkce daného proteinu. Trochu mi zde také chybi hlavni hypotéza projektu, méla autorka za
Ukol potvrdit ¢i vyvratit domnénku, Ze transferin 2 hraje ulohu v pfenosu Zeleza?

Pokud ano, k naplnéni tohoto hlavniho cile autorka zvolila nékolik strategii:

1. identifikovat cely ORF genu pro transferin 2

2. vytvoreni protilatky proti transferinu 2

3. lokalizovat tento protein v rGznych tkanich klistéte
4. vypnout transferin 2 pomoci RNA]

5. sledovat, zda umléeni exprese genu pro transferin 2 ovlivni sani samic

Z Gvodu a z alighmentu jsem vice méné pochopila, Ze je Ze je pomérné dost mozné, ze
transferin 2 Zelezo viibec nevazie. Je mozné in vitro ukazat, zda transferin 2 vaze, Ci nevaze
zelezo ?

Autorka nékolikrat na sekvencich vyznadila signalni sekvenci, k cemu tato sekvence slouzi, jak
byla predikovana a jak si je autorka jista, ze urcila spravny N-terminus proteinové sekvence?

Na strance 40 autorka zmifiuje, Ze Tf2 neni pfitomen v hemolymfé, jak k tomuto zavéru dosla?




Je dobré sledovat pokles mMRNA genu primery, které byly pouzity pro pfipravu dsRNA? Neni
mozna kontaminace dsRNA ve vzorku, ze kterého je izolovana RNA pro RT-PCR?

Reakce s primery pro aktin probiha ve stejné zkumavce, nebo jiné ?

Protilatka vytvofena za pomoci precipitatu rekombinantniho Tf2 se zda, Ze nerozeznava tento
protein v homogenatech tkanich klistéte, coz nepomaha v charakterizaci tohoto proteinu.
Védéla by autorka néjaké postupy, jak by se tato protilatka dala vylepsit?

Zavérem by se dalo fict, Ze se autorka naucila fadu molekularné-biologickych metod, nicméné
funkce Tf2 v prenosu Zeleza, ¢i v jinych bunéénych procesech je zatim stale ve hvézdach. Jaky
dalsi postup by autorka navrhovala k objasnéni tohoto cile?

K textu mam par drobnych pripominek:

Strana 3 —k obrazku 2 chybi legenda, aby ho ¢lovék pochopil, musi si najit dany PNAS paper a
precist si legendu tam

Strana 18 — bylo by dobré uvést kolik presné ug proteinu bylo injikovanych do kralika

Strana 19 — chybi orientacni mapa plasmidu pl10 (pouze v podobném stylu jak je ukazan
pET100), pomohla by Iépe pochopit pouZiti danych restrikénich enzymu Apal, Xbal, pripravu
sense a antisense RNA apod.

Strana 26 — u obrazku 10 chybi popis, co je fialova sekvence
Strana 32 — obrazek 15 — jaky je rozdil mezi frakci 2 a 3?

Strana 34 - chybi informace o mnozstvi rTF2, které bylo loadovano na gel. Tady by bylo asi
dobré mit celou fedici fadu, at je predstava, jaké mnoZstvi rekombinantiho proteinu je
protilatka schopna rozpoznat a podle toho odhadnout, zda ma vibec $anci rozpoznat néco
v klistécich homogenatech.

Také chybi informace o redéni séra.

Strana 38 — 40 — diskuze kromé ukazky alignmentu a fylogenetického stromu (coz klidné mohlo
byt ve vysledcich) je vice méné pouze opakovani vysledk(, autorka se nezamysli, co by se dalo
vylepsit (zvlasté v pripadé rozpustnosti proteinu, intenzivni degradace rekombinantniho
proteinu, velkého pozadi séra, ucinnosti RNAi atd.). Diskuze je taky pomérné kratka, vlastniho
textu neceld jedna stranka.

Autorka asi sama tusi, Ze jeji prace neni excelentni, ale rozhodné splriuje pozadavky kladené na
magisterskou praci a praci doporucuji k obhajobé. V soucasné chvili navrhuji hodnoceni 2.
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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci

Jana Kadlecova: Charakterizace a funkce transferinu z klistéte Ixodes ricinus
Oponent: David Dolezel

Biologické centrum AV CR, Entomologicky ustav a

JihoCeska Univerzita v C.B., Pfirodovédecka fakulta

Formaélni stranka:

Rozsah i ¢lenéni pfedlozené diplomové prace jsou standardni. Graficka uprava pusobi
stfizlivé, ale velmi prehledné. Jazykova (stylistickd) Groverti je velmi dobra. Logicky je text
velmi dobfe uspofadan a mnoZstvi preklept je pod mou rozliSovaci schopnosti (1), pokud tam
vibec néjaké jsou. Prace je doplnéna dostateénym mnoZstvim obrazka v uvodu, metodické
Casti a zejména ve vysledcich.

Drobné vytky:

Uvod prace konéi kapitolou o RNA intereferenci a poté uz nasleduje seznam cili
prace. Ty jsou srozumitelné. Osobné bych, jako ¢lovék neznaly problematiky, uvital na konci
uvodu kratké vysvétleni, pro¢ se autorka vybrala pravé tyto cile. Pfedpokladate, Ze transferin
funguje u klistat jinak neZ u jinych organismi? Je mnoZstvi Zeleza, které klisté s potravou
pozie vyrazné jiné neZ u jinych organismi a tudiz mohou procesy vypadat jinak? Nevi se o
transferinu u klist'at viibec nic? N&které s té€chto informaci jsou zfejmé v ivodu popsané... Ale
kratké jasné formulovani hypotéz, nebo divodii hovoficich pro zvolené téma by mélo
predchézet cile prace.

Druhé vytka se tyka diskuse — ktera je pon&€kud stru¢néjsi. Napiiklad by mohly byt
diskutovany moznosti jak RNAi vylepsit (namétkou: delsi prodleva mezi injikaci a
stanovenim fenotypu, jiny fragment dsSRNA). Je znama stabilita transferini?

V ivodu je pon€kud matouci pouzivani velkych pismen ve zkratkdch FER, IRP atd.
Ovyklé (alespoil to je moje zkuSenost) je uvadét transkripty malym pismem (transferin) a
odpovidajici protein velkymi pismeny (TRANSFERIN). V tomto duchu jsou psany i nékteré
prace z vasi skupiny (2).

Experimentalni stranka:

Rozsah prace (mnozZstvi pokusti) je velmi solidni. Autorka pouzila né€kolik odlisnych
metod molekularni biologie/biochemie pocinaje zjisténi kompletni sekvence metodu 5'RACE,
pres zaklonovani kodujici sekvence do expresniho vektoru az po expresi proteinu, jaho
purifikaci a imunizaci kralikii, atd. Velmi podstatnym pokusem byl funkéni test tlohy
transferinu, kdy se jej autorka pokusila ,,vypnout” pomoci RNA interference.

Dotazy a pozndmky:
e (Mozna jsem to ptehlédl) — Po RNAi byla pouzita RT-PCR, kterd ukézala ze
k ,,uml€eni transkripti“ nedoslo. Kolik cykli bylo pouZito? Je mozné, ze byla PCR
reakce uz saturovana — tedy sice doslo k poklesu transferinové mRNA, ale ne k jejimu
uplnému zni¢eni a PCR reakce probihala natolik dlouho, Zze i ztohoto malého
mnozstvi templéatu vzniklo nakonec dost produktu?
e (Mozna jsem to piehlédl) — jak velky byl fragment dsSRNA pouzity pii RNAi?




e RNAI interference nevedla k viditelnému fenotypu. Zvazovala jste delsi prodlevu mezi
injikaci dsRNA a stanovovanim fenotypu?

e Je zndmo, jak stabilni jsou transferiny (z jinych organismi)? To by tieba také mohlo
hrét roli.

e Je mozné, ze klist¢ obsahuje jesté dalsi transferiny?

Celkové zhodnoceni:

Predlozenda prace spolehlivé spliiuje a jist® i pfesahuje, pozadavky kladené na magisterské
dizertace. Studentka prokézala vynikajici zvladnuti metodiky. Doporucuji diplomovou praci
hodnotit zndmkou vy born 4.

V Ceskych Budg&jovicich
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David Dolezel
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