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Posudok oponenta
na bakalarsku pracu Barbory Plackove)

“Analyza exprese tyrosin aminotransferazy a 4-hydroxyfenylpyruvat
dioxygenazay v klistécich tkanich a vyvojovych stadii pomoci RT-qPCR”

Barbora Plackova realizovala svoju bakalarsku pracu na Katedre molekularnej biologie
Prirodovedeckej fakulty Jihoceské Univerzity a Parazitologickom tstave Biologického centra
AVCR, v.vi. pod vedenim Mgr. Jana Pernera, PhD. a RNDr. Lenky Grunclovej, PhD.

Predlozena bakalarska praca ma obvyklé clenenie. Z formalnej stranky sa v praci
vyskytuje minimum preklepov. K malej neprehladnosti pridava nespravne oznacenie tabuliek
v texte (napr. v podkapitole 4.7 je uvedena Tab. V, sekvencie primerov sa viak v Tab. VI). V
celej kapitole 5. Vysledky, mi chyba Statistické overenie signifikancie vysledkov. Taktiez
tvrdenie v kapitole 7. Zaver, “ze subjektivniho pohledu sntska i vylihnuti byly mensi” do
odborného textu podla moéjho nazoru nepatri. Taktiez by som ocenila viac citacii pévodnych
publikécii.

Ako prvy ciel préce si autorka vyclenila zhromazdenie a spisanie sicasnej relevantne;
literatary. V literarnom prehlade nas autorka oboznamuje s problematikou travenia krvi
krvsajucim hmyzom, pri ktorom vznikd velké mnozstvo volnych aminokyselin a taktiez
dochadza k uvoltiovaniu hému, ktory katalyzuje tvorbu volnych kyslikovych radikalov a
poskodzuje tak organizmus. {f:(;pisuje sposoby detoxikacie hemu a degradaciu tyrozinu ako aj
ich patol6gie u hmyzu a cloveka. Pri popise degradacnej drahy tyrozinu sa venuje najma, ako
uz z nazvu bakalarskej prace vyplyva, enzymom tyrozin aminotransferaza (tat) a 4-
hydroxyfenylpyruvat dehydrogenaza (Appd). Tieto dva enzymy sa stali aj hlavnym motivom
cielu i?] bakalarskej prace, a to konkrétne objasnenie ich ulohy u kliesta Ixodes ricimff._/

i V metodike popisuje sposoby, akymi sa k svojmu cielu Gspesne dostat. Od ziskania
sekvencie génov porovnanim so znamymi dostupnymi sekvenciami v databazach s

pribuznymi ako i vzialenej$imi druhmi, cez ziskavanie tkaniv, az po zakladné a pokrocilé



metddy molekularnej biologie (izolacia RNA, syntéza cDNA, PCR, elektroforéza, techniky
rekombinantnej] DNA, RT-qPCR, RINA interferencia). MnozZstvo a naro¢nost metéd u
Studenta bakalarskeho stupna je nadpriemerné.

‘E metodike mam nasledujiice pﬁpomie&yjz mojho pohladu by praci pomohlo, ak by
autorka usporiadala podkapitoly tejto ¢asti logia(ejéie a podla postupnosti, ako za sebou
nadvazovali (napriklad podkapitola 4.4 RT-qPCR reakce nasleduje pred kapitolou 4.5
PCR, elektroforéza a izolace z gelu). Ealej v uz spominanej podkapitole 4.5 PCR,
elektroforéza a izolace z gelu autorka samotnu izolaciu z gélu vobec nepopisuje.

@éaks";—l:o hlavny nedostatok casti 4. Materialy a metody a aj celej prace povazujem
to, Ze autorka v casti 4.6 Klonovani, transformace a izolace plazmidové DNA,
popisuje ligaciu PCR produktu s pouZitim kitu TOPO TA Cloning Kit For Sequencing
(ktory vyuziva T-A komplementaritu PCR produktu a plazmidu)g:ﬁéslednﬁ transformgciu
kompetentnych buniek, avsak v kapitole, ktora nasleduje (4.7 Syntéza dvouvlaknové RNA)
popisuje ligaciu PCR produktu pomocou restrikénych endonukleaz Apal a Xbal do vektoru
pl10, ich nasledné tiepenie a tvorbu dsRNA. Z uvedeného postupu mi teda nie je jasné, ako
autorka dostala vysledné templaty pre tvorbu dvojvlaknovej RNA a rada by som pri obhajobe
pocula Vysvetlenie_.jf ak, ako je to napisané v metodike to na mna posobi, akoby autorka
nemala Uplne jasno, ako pri klonovani postupovala.%EEiej kapitole by prospela mapa
plazmidu, ktory (nakoniec) pouzila pre vkladanie inzertu j(éitatel’ s1 musi pri ¢itani napriklad
domyslat, prec¢o autorka nevkladala na templat T7 pr;)métory pre in vitro transkripciu - na
mape by bolo vidiet, Ze s uZ pripravené na pouzitom plazmide).g'

Ako dalsia by pomohla teoreticka Cast, ktora by sa venovala RNA interferencii.

K vysledkom a diskusii mam nasledovné pripomienky a otazky:

1. Aka bola poutzita selekcia pre rozoznanie pozitivnych klonov pri transformacii
baktérii plazmidovou DNA?

2. Podla niektorych zdrojov z literatiry je zname, Ze templat pre dvojvlaknova RNA
ma mat velkost niekolko sto bazovych parov. To ma spdsobit vacsiu Gcinnost utlmenia
expresie. Napriek tomu, Ze vysledné fenotypy a expresie utlmovanych génov vyzeraja, Ze
interferencia Gspesne prebehla, zaujimalo by ma, preco boli pre tvorbu dsRNA pripravené
templaty o velkosti 92 bp v pripade tat a 84 bp v pripade Appd?

3. Spominané templaty pre tvorbu dsRINA maji velkost mensiu nez 100 bp, ¢o bolo

potvrdené pomocou PCR a gélovej elektroforézy. Méze autorka vysvetlit, preco ma tat
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fragment po linearizacii jednou restrik¢nou endonukleazou velkost 300 bp? Preco po
linearizécii Appd pomocou Apal alebo Xbal sa na géli objavili dva produkty? Preco draha
pre dsRNA Appd obsahuje viac produktov?

4. Autorka diskutuje, preco pozoruje rozdiel vo fenotype medzi interferenciou fat a
hppd. V pripade dshppd doslo k 96% mortalite jedincov, pri dstat bolo prezivanie
porovnatelné s kontrolou. Ako dévod udava “Tento rozdil v pozorovaném fenotypu muze
byt vysvétlen tim, ze klisté 1. scapularis ma ve svém genomu tfi homology pro aminovou
“(prosim o vysvetlenie, ¢o to je “aminova sekvence”)” sekvenci tat ISCW014463,
ISCW024380, ISCW013629), ale pouze jeden gen pro ippd ISCW018238). Obdobna
situace se da predpokladat i u klistéte 1. ricinus. Snizeni hladiny jedné formy tak nemusi
zarucit sniZeni dané enzymatické aktivity v urcité tkani za podminky exprese dvou a vice
forem. Tento fakt tedy mohl mit vlyv na projev letality u samic Z. ricinus po injikaci dsRNA
tat.” Na strane 22 v Casti 5.1 Identifikace tat a hppd homologu v I. ricinus autorka
pise, Ze sekvencie génov fat a hppd ziskala porovnavanim s druhom 1. scapularis a tvrdi
“Oba homology jsou koédované jen jednim genem a nemaji v genomu 1. scapularis dalsi
paralogy”. Mohla by autorka vysvetlit, preco vo vysledkoch tvrdi, Ze tat ma len jednu
sekvenciu (ISCW014463), ale v diskusii spomina tri? K tejto ¢asti mam nadvazujicu
podotazku: ak existuja u £. scapularis tri izoformy pre tat, a predpokladéate podobnost s /.
ricinus, v akom mieste transkriptu bol dizajnovany templat pre RNA interferenciu u 7.
ricinus? Bol dizajnovany v Casti, ktora je rovnaka pre vsetky tri izoformy? V akom mieste
boli dizajnované primery pre RT-qPCR taf?

5. Z vysledkov vyplyva, Ze najvacsim miestom expresie tyrozin aminotransferazy u /.
ricinus s ovaria. Diskutujete, Ze dominantnym tkanivom pre akumulaciu tyrozinu u
plostice Rhodnius prolixus je Crevo, a preto u tychto dvoch organizmov vidite rozdiel v
mieste expresie. Nie je mozné, Ze fat sa vyskytuje v inom tkanive ako samotny tyrozin aj u
R. prolixus?

Napriek uvedenym pripomienkam hodnotim predkladant pracu kladne, hlavne

vzladom na rozsah prace a zvladnutie metod, ktoré, ak sa Studentka rozhodne pokracovat, jej
budt k velkému Gzitku. Pracu odportacam k obhajobe a pracu hodnotim velmi dobre

(znamka 2).

Mgr. Lenka Pivarciova






Oponentsky gusudek bakalaiské prace

Autor BP: Barbora Plackova

Oponent BP: Mgr. Eva DoleZelov4, Ph.D.

Nazev BP:  Analyza exprese tyrosin aminotransferazy a 4-hydroxyfenylpyruvat

dioxygenazy v klistécich tkanich a vyvojovych stadii pomoci RT-qPCR

Volba tématu a formalni nalezitosti:

Bakalarska préace byla vypracovina pod vedenim Mgr. Jana Pernera, Ph.D. a RNDr. Lenky
Grunclové, Ph.D. Tématem prace bylo studium degradaéni drahy tyrosinu u kli$tat
Ixodes ricinus. Autorka predloZila préci, kterd po formalni strance splfiuje poZadavky
kladené na bakalar'skou praci. Prace obsahuje dostate¢né rozsahlou literarni resersi
zamérenou na krev-sajici ¢lenovce, se zaméfenim na kli$tata, a dale na degradaci
tyrosinu v organismu.

Autorka spé3né zvladla fadu molekularnich metod a metod vyuzivanych ve fyziologii
bezobratlych, jako jsou disekce tkéni, izolace RNA z téchto tkani, zaklonovanf ¢4sti dvou
gend drahy pro degradaci tyrosinu, pfiprava cDNA, qPCR, in vitro p¥iprava dsRNA,
injikace dsRNA do kli$t'at, analyza fenotypti atd.

Pripominky:

1. Po literarni reSersi by bylo vhodné uvést vybér tématu bakalarské prace do
SirSich souvislosti- co a pro¢ se to dél4 na klidtatech; jakého projektu je
bakalatska prace soucasti.

2. Vuvodu str. 2 odst. 5 autorka piSe, Ze se hematofagn{ chovani vyvinulo nezavisle
u mnoha skupin ¢lenovci, ale zmitiuje zde pouze monofyletickou skupinu- v§i a
blechy. Méli by zde byt vyjmenovani i ostatn{ zastupci hematofagnich ¢lenovct.
Na strané 10 v Gvodu posledni odstavec nenavazuje na predesly text.

4. Str. 15 kap. 4. 2. Neni uvedeno jaky BLAST byl pouZit - BLAST N ¢&i P. Autorka pise
o genech, ale nebyly spiSe pouZity proteinové sekvence? (Pozn. preklep: Program
se jmenuje Clustalw).

5. Velice Casto je v sekci Materidl a metody uvadéno mnoZstvi v mikrolitrech bez

uvedené koncentrace.



6. Str.19 Tab. X: V tabulce, kde je uvedeno sloZeni restrikéni smési pro linearizaci
plasmiduy, jsou uvedeny obé restriktéiy, coZ je matouci, kdyZ byly provedeny dvé
oddélené linearizace. Také by bylo dobré ptidat mapu plasmidu pl10
s vyznacenymi restrikénimi misty a polohou promotord, jelikoZ se nejedna o
bézny komerc¢né dostupny plasmid.

7. Vtextu prace jsou ¢asto uvadény jako zdroj informaci webové stranky, ale

v souhrnu literatury ¢i spie pouZitych zdroji uvedeny tyto stranky nejsou.

Vyraznéjsi pireklepy:

Str. 3: oprava na gnathosoma.

Str. 3: oprava: klepitka jsou chelicery, pak jsou je3té pfitomna makadla.

Str. 7: Typickym znakem je porucha détstvi,... ©.

Str. 13: Chybi zde slovo ,inhibitory” HPPD, samotné molekuly HPPD nemajf terapeuticky’
ucinek.

Str. 15: PBS.v diethyl pyrokarbonat vodé - spravné by mélo byt: DEPC upravené a
zautoklavované vodé.

Str. 20: Koncentrace dsRNA ziejmé nebyla 3 pg/ml, ale 3 pg/pl.

Str. 34: Dna je onemocnénf zpiisobené $patnou degradaci purin nikoliv bilkovin.

Str. 34: aminova sekvence - oprava na aminokyselinova sekvence.

Dotazy:

1. Pfiidentifikaci tat genti v genomu I ricinus je uveden pouze jeden gen (str. 22,
kap. 5. 1.), ale v diskuzi se autorka odvolava na piftomnost t¥ homologti tat genu
u . scapularis. Mohla by toto autorka vysvétlit?

2. Jak byly zvoleny tseky genu pro RNAi? Pro¢ byla zvolena délka 92 a 84 pb.?

3. Nastr. 27 obr. 14 migruji ssRNA a dsRNA stejn&. Mohla by toto autorka
okomentovat?

4. Zvelikosti injikované dsRNA (Obr. 14) vyplyva, Ze vétSina nasyntetizované RNA
pochazi ze sekvence plasmidu - specificka ¢ast pro tat &i hppd tvoi{ méné nez
polovinu. Neni to nevyhoda?

5. Je mozné, Ze pozorovany efekt je disledek ,off-target” efektii? Jak by autorka

ovérila, Ze se jedna o specificky fenotyp?



6. Jak si autorka vysvétluje sniZenou expresi hppd ve stfevé po injikaci gfp dsRNA?
(Str. 30, obr. 17, den 5)

7. Jak byly normalizovany grafy s uvedenou relativni expresf genii? Jaky vzorek byl
stanoven jako 100 %?

8. Str.32 obr. 20 - Z ¢eho byly stanoveny smérodatné odchylky?

9. Jak si autorka vysvétluje nizkou expresi genu tat a hppd pravé ve stfevé, kde by
mélo dochazet k primarnimu kontaktu s tyrosinem z potravy?

10. Mohla by autorka vysvétlit mozny diivod vy33{ exprese tat v ovariich oproti jinym
tkanim? Jak s tim souvisi domnénka v diskuzi na str. 35, kde se predpoklada
akumulace tyrosinu v ovariich?

11.Jak si autorka vysvétluje riiznou expresi genti tat a hppd v jednotlivych tkanich,
kdyZ jsou ¢leny jedné degradaé¢ni drahy?

12. Zkouseli jste v laboratofi krmit kli$tata dietou s vysokou koncentracf tyrosinu?

Hodnoceni price:
PredloZena prace spolehlivé spliiuje poZadavky kladené na bakala¥skou praci jak
mnozstvim experimentaln{ ¢innosti, tak rozsahem a kvalitou re$er$niho dvodu. Pied

obhajobou navrhuji praci hodnotit jako vybornou.

V Ceskych Budéjovicich, 5. 1. 2018 gr. Eva Dolezelové, Ph.D.



