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Ptedlozena bakalarskd prace Veroniky Pavlasové se zabyva identifikaci a charakterizaci isocytrat
lyazy v klistéti Ixodes ricinus. Tento enzym je soucasti glyoxylatového cyklu, typicky se vyskytujici
pfedevs§im u prokaryot a klic¢icich rostlin a cilem této prace bylo detekovat potencidlni cil
protiklistéciho ptipravku.

Prace je psana v celkovém rozsahu padesati Sesti stran a rozsah jednotlivych kapitol odpovida
formalnim pozadavkiim na bakalatskou praci.

Uvodni ¢ast je rozepsana na sedmi strankach a obsahové pokryva veskerou problematiku tykajici se
jak charakterizace drahy glyoxylatového cyklu, v€etné popisu jeho regulace a zndmych inhibitord,
tak samotného modelového organismu klistéte Ixodes ricinus zahrnujici detailné rozepsanou
charakterizaci jeho Zivotniho cyklu a reprodukce a pfedevsim embryogenezi. Tento popis je rozsifen
i o dalsi druhy klist'at, coz ¢tenati pomuze porozumét biologii klist'at obecné.

Cile prace jsou jasn¢ formulovany. Kapitola Material a metody obsahuje popis Siroké Skaly metod,
které byly v této praci pouZity a jsou uvedeny na jedenacti strankach.

Kapitola vysledktl je rozepsana velmi ¢tivym zplisobem na osmndcti strankéach a popisuje motivaci,
postup 1 vysledky ziskané z jednotlivych pouzitych eseji.

Diskuze vysledkl je svym rozsahem péti stranek pomérné rozsadhla a zabyva se interpretaci
ziskanych dat v souvislosti s relevantnimi idaji z dostupné literatury, Citajici 22 referenci, coz je na
bakalafskou praci az nadstandardni pocet a tuto skute¢nost hodnotim velice kladné.

K praci mam nasledujici pfipominky:

Pripominky a dotazy k Uvodu a literarnimu pi-ehledu

wewr

cyklu u klist'at”, nazev “Klist'ata” v tomto piipad¢ nereflektuje obsah nasledujiciho textu.

2) V kapitole 1.2.2.1 “Ttihostitelsky zivotni cyklus (Ixodes ricinus)” na strané 8 bych byla
opatrnéjsi v tvrzeni ze “Larvy ani nymfy nejsou pohlavné diferenciované,...”. Pokud vim,
tak nymfa klistéte I. ricinus ma jiz zaklady gonad a proto by si vySe uvedené tvrzeni
zaslouzilo drobnou upravu, naptiklad “Larvy ani nymfy nemaji vyvinuty vnéjsi pohlavni

2

dimorfismus....”.

Pripominky a dotazy ke kapitole Material a metody:
1) V kapitole metody jsem nalezla informaci, kterd je v rozporu s informaci z kapitoly
vysledky, konkrétné se jednd o kapitolu “Exprese isocitrat lyazy z pASK vektoru” na str. 18,
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kde je uvedeno, Ze anhydrotetracyklin byl do bakteridlni kultury ptfidan, pfi dosazeni O.D.
této kultury, rovno 0.7, zatimco v kapitole vysledky, je na stran¢ 30 tato hodnota rovna 0.8.

Déle bych v kapitole metody uvitala popis postupu injikace klistat antibiotiky. V kapitole
3.2.1. “Izolace DNA z klistécich vajicek” je uveden pouze popis ptipravy roztoku antibiotik,
ktery byl do klistat injikovan, nicmén¢ zcela chybi popis, jak vlastni injikace prob¢hla, kam
byl roztok antibiotik do klistéte vpraven a jaké nastroje a/nebo piistroje k tomu byly pouzity.

V kapitole vysledky mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1)

2)

3)

4)

V kapitole 4.1.2. “Amplifikace bakteridlni 16S rRNA pomoci PCR, sekvenace a qRT-PCR
pro kvantifikaci bakterii” je v tivodu i déale v textu uvedeno, ze byla amplifikovdna a
sekvenovana 16S rRNA. V tomto pfipadé€ je ale spravnéjsi termin rDNA, vzhledem k tomu,
ze amplifikace a nésledné sekvenovani bylo provedeno s pouzitim izolované genomové
DNA. rRNA je vznika transkripci rDNA lokusu a pro jeji amplifikaci by bylo nutné izolovat
RNA a provést reverzni transkripci.

S timto souvisi i mij dal$i komentai a zaroven i otazka k popisu sekvenovani amplikont
16S rDNA ve stejné kapitole na stran¢ 26, kde je uvedeno, ze amplikony byly vyfiznuty a
poslany na sekvenovani. V tomto ptipadé zde chybi informace o typu sekvenovani, které
bylo pouzito, tj. zda se jednalo o Sangerovo sekvenovani nebo sekvenovani amplikonu
pomoci NGS. Tato informace je zasadni pro interpretaci ziskanych sekvenac¢nich dat.

U obréazku 9 je v popisu pouzita zkratka ,,NTC*, cozZ je sice fakticky v potadku (autorka si
miZe pojmenovavat vzorky jak chce), nicméné bych vzala v potaz fakt, Ze NTC je pomérné
dobfe zavedend zkratka pro vzorek oznacujici kontrolu PCR bez pouziti templatu “No
Template Control”, slouzici ke kontrole Cistoty pipetovani PCR mixili a nepfitomnosti
kontaminujiciho biologického materialu v prib&hu pipetovani a z tohoto diivodu bych byla
opatrna pii jeho pouZiti u jiného typu kontroly. Toto miiZze vést ke zmateni Ctenafe a Spatné
interpretaci vysledkd.

V kapitole 4.2.4. “Ovéfeni exprese rekombinantu aceA” se mi nepodafilo nalézt odkaz na
obrazek 11 a za druhé jsem nebyla schopnéd pochopit z popisu obrazku 11, co na obrazku
vidim. V prvé fadé bych chtéla upozornit Ze Western blot nebo SDS-PAGE jsou nazvy
oznacujici metodu a nikoliv produkt téchto metod. V tomto smyslu by bylo vhodnéjsi u
obrazku 11a) zvolit popis napt. “PVDF membrana s pfeblotovanym bakterialnim lyzatem s
vizualizovanym signalem pro rekombinantni aceA ziskanym imunodetekci pomoci His-tag
protilatky detekované a vizualizované pomoci HRP chemiluminiscenéniho substratu”. U
obrazku 11b) jsem z popisu nebyla schopna viibec pochopit, zda se jednd o membranu nebo
polyakrylamidovy gel. Mohu se tak pouze domnivat ze jde bud’ o polyakrylamidovy gel,
ktery byl po western blotu, z n¢hoZ vznikla membrana na obrazku 11a), dobarven Coomasse
briliant blue nebo jde o druhy akrylamidovy gel, ktery byl vytvofen soubézné¢ s gelem
pouzitym na western blot, a po SDS-PAGE obarven Coomasse briliant blue a slouzi jako
kontrola pfitomnosti vSech proteini ziskanych z bakterialniho lyzatu a nebo se jedna o
membranu z obrazku 1la) kterd byla po chemiluminiscenéni detekci jeSté dobarvena
Coomasse briliant blue pro kontrolu pfitomnosti vSech proteinli z bakteridlniho lyzatu na
membrang, pfipadné Ctvrtd varianta, mize se jednat o fotku membrany, kterd vznikla po
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Western blotu druhého gelu vytvoreného soubézné s membranou zdokumentovanou na
obrazku 11a). Stejny problém se nachéazi u obrazku 12.

5) V kapitole 4.2.3. Exprese rekombinantniho proteinu pomoci anhydrocyklinu” je uvedeno, Ze
ktivka ristu bakterii byla porovnana s expresi kontrolniho netoxického enzymu prolidazy,
piicemz jsem nikde v préaci nenalezla popis toho, jak byla tato kontrola provedena, vcetné
popisu vektoru, nesouci gen pro tento enzym a dale postradam vysvétleni pro¢ byl zvolen
pravé tento enzym a také referenci nebo néjaké jiné vysvétleni podporujici tvrzeni, ze je
exprese enzymu proliddza pro buiiky netoxicky.

6) V kapitole 4.4 ,,Detekce isocitrat lyazy biochemickym testem ve vajickach klistéte Ixodes
ricinus® bych uvitala podrobng&jsi popis vysledkd vyplyvajicich z Obrazku 16. Jsou grafy A
a B biologickym duplikatem? Pokud ano, jak si autorka vysvétluje rozdil v absorbanci u
nedialyzovaného lyzatu, lyzatu s itakonatem a lyzatu bez isocitratu v porovnani se vzorkem
denaturovaného lyzatu, pozitivni a negativni kontroly, které jsou naopak u obou grafii na
stejné trovni? U grafu C bych navic ofekavala niz8i a nikoliv vyssi hladiny absorbance s
ohledem na dialyzu vzorku a tim i odstranéni pfipadnych pfitomnych molekul podilejicich
se na reakci s phenylhydrazinem s naslednym vzniku barevného produktu. Déale bych chtéla
upozornit, ze jednotkou absorbance nejsou nanometry (nm) ale tato veli¢ina je bezrozmérna,
popi. se u nékterych typl analyz uvadi absorbance unit (AU), zde ale neni nutno uvadét.
Jednotka nm v tomto ptipadé piislusi veli¢iné vlnové délky (A), kterd je u této analyzy
konstantni (324 nm). Obdobné¢ téz u obrazka 13., 14. a 17.

7) Dale bych chtéla upozornit na zpusob, jakym jsou uvadény informace v popiscich obrazki.
Hlavni Gc¢elem popisu u obrazku je popis vlastniho obrazku vcetné popisu zkratek nebo
rozliSujicich barev, které jsou soucasti obrazku, ap. Uvadéni novych informaci, které nejsou
soucasti hlavniho textu, nebo dokonce diskuze vysledkii, do popiskil nepatii. Pro ptiklad
uvadim popisek u Obrazku ¢. 13, kde je uveden princip detekce glyoxylatu pomoci
biochemického testu piicemzZ tento popis zcela chybi v hlavnim textu prace. Takovy typ
informace je nutné uvadét primarné v hlavnim textu v mistech, kde tato informace dava
smysl a zajist'uje tak kontinuitu a ptehlednost uvadénych informaci. Podobny problém jsem
nasla i v popiscich obrazka 12, 13, 14, 16, 17, 19,20 a 21.

V kapitole diskuze by moZna stalo za hlubSi zamysleni moje nasledujici namitka:

S ohledem na skutec¢nosti uvedené v ivodu i diskuzi prace povazuji za velice odvazné poustét se do
tak rozsahlé biochemické charakterizace enzymu a s nim spojené biochemické drahy u klistéte |.
ricinus pouze na zakladé publikace sledujici pfitomnost glyoxylatu ve vajickach klistéte Hyalomma
dromedarii, navic bez pouziti potiebnych kontrol a bez potvrzené pfitomnosti genu pro isocitrat
lyazu v genomu I. ricinus nebo alespon u pfibuznych druhu klistat. V tomto smyslu zde postradam
siln€j$i motivaci k iniciaci tohoto projektu a zajimalo by mé, jestli existuji jesté dalsi podnéty pro
vznik této prace, které nemusi byt z prace ziejmé a které by stilo za to v praci hloubéji
prodiskutovat?

Obecné pripominky

I kdyZ ptedpokladam, ze vétSina budoucich odbornych textl psané autorkou této prace budou v
anglictin¢, pfesto bych radda upozornila na nékteré anglikanismy a laboratorni Zargon, které do
oficialni odborné Cesky psané publikace nepatii:
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str. 10, termin “midgut” lze nahradit ceskym slovem “stfevo”.

str. 11, Tabulka 3 “cleavage” Ize nahradit slovem “ryhovanim”

str. 20 a 21, proteinovy zebticek — slovo “Zebticek™ je laboratorni zargon a je spravné ho
nahradit terminem “velikostni standard”, coz je ale pouzito i samotnou autorkou v dalSich
mistech textu.

str. 26, “treatovanych” a “netreatovanych”, opét anglikanismy, kterd nahradi ceskd slova
“oSetfenych” a “neosetfenych”.

str. 32 slovo “timepointech” nahradit souslovim “Casovych intervalech” a slovo “odizolovat”
nahradit pouhym “izolovat”.

str. 33 “rozsonikovanych” nahradime pouze “sonikovanych”, obdobné i na str. 35

str. 33 formulace “.....bakterii, které byly pfedtim exprimovany”. je nepiesna — Zpravidla
neexprimujeme bakterie samotné, ale pouzivame tyto bakterie jako nastroj k expresi
proteinu, ¢ili v tomto ptipad€ by bylo vhodné pouzit napt. “bakteriich, pouzitych k expresi
rekombinantniho proteinu”. Obdobné¢ je toto nespravné formulovano v legend¢ obrazku 13.
str. 33 “vyexprimovat” nahradime pouhym “exprimovat”.

Otazky

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

Pro¢ by byl problém provést sekvenovani amplikonu, ziskan¢ho amplifikaci smésného
bakterialniho vzorku, pomoci Sangerova sekvenovani? Jaké kroky by v tomto ptipadé bylo
treba podniknout, aby bylo mozné ziskat sekvence amplikon ze smésného vzorku pomoci
Sengerova sekvenovani?

Jaka opatfeni by bylo moZné pouzit pti expresi cytotoxického proteinu?

Z vysledku a diskuze je patrné, Ze pii transformaci bakterialni kultury pASK vektorem
vznikla pouze jedina kolonie. Cim si toto autorka vysvétluje?

Jaké postupy by bylo mozné pouzit pro optimalizaci procesu bakteridlni transformace?

Co vedlo autorku v pribéhu izolace rekombinantniho proteinu z inkluznich télisek k pouZiti
dialyza¢niho stiivka s pory o velikosti 12-14 kDa ?

Jak si autorka vysvétluje pfitomnost vice signali o riiznych velikostech na membranach
dokumentujicich expresi rekombinantni isocitrat lidzy na obrazcich 11a) a 12a)?

V diskuzi autorka uvadi, Ze pouZzila nejstarsi znamy inhibitor isocitrat lyazy, itakonitat, ktery
ve vyssich koncentracich zplsobuje hemolyzu. Jaké jsou dals$i zndmé inhibitory isocytrat
ly4zy a které z nich by bylo také mozné zvolit pro biochemickou esej a proc?

Vyse uvedené pripominky, které mam k predkladané praci jsou predev§im formalniho charakteru, k
praci nemam v podstaté¢ zadné faktické vyhrady ani namitky k vlastnimu provedeni jednotlivych
experimentil.

Prace obsahuje velmi Siroké spektrum metod a rovnéz ocenuji hlubsi zamysleni nad validitou
biochemického testu a mnoZstvi kontrol, které bylo na zakladé toho provedeno. Velice kladné také
hodnotim dobie zdokumetované statistické zhodnoceni jednotlivych experimentt.
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Uroven predkladané prace je na velmi dobré trovni a svédéi tak o autoréiné schopnosti vytvofit
samostatné kvalitni védeckou publikaci obsahujici nové a relevantni vysledky pro odbornou
védeckou obec.

Predkladana bakalarska prace i pies vySe zminéné drobné nedostatky spliiuje vSechny pozadavky
kladené Ptirodovédeckou fakultou JU, a proto ji doporucuji k obhajob¢ a navrhuji zndmku 1.

V Ceskych Budgjovicich dne 9. 7. 2020

RNDr. Pavlina Véchtova, Ph.D.



