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Bodovy rozsah Body

hodnoceni'
(1) FORMALNI POZADAVKY
| Celkovy rozsah prace (pro bakala¥ské prace min. 18 stran, pro diplomové prace min. 25 0-3 3
| stran), vyvaZenost rozsahii jednotlivych &asti, logicka struktura prace (u i
expenmentalmch praC1 doporucem pro teoretickou ¢ast do 1/3 celkoveho rozsahu)
Kovalita literarni referse (pocet pouzitych pivodnich pramennych zdro_lu, vhodnost 0-3 3
vyberu aktualnost zdrOJu)
5 Spravnost pouZivani cltacmch odkazu (pntomnost necxtovanych udaju dodrzovam ) 0-3 3
 jednotného stylu citaci, pouZivani oficialnich zkratek &asopisi) ,
‘Graficka tprava textu a obrazki 0-3 3
Uroveii souhrnu/anotace (i v anglitting) 0-3 2
) A ,
Jazykové a stylisticka l’lroveii, respektovém’ platného ndzvoslovi ' 0-3 1
‘ Spravnost a uplnost poplsu u obrazku a tabulek (srozumltelnost bez zretele k ostatmmu 0 3 3
‘ textu, vysvétleni znagek, jednotky uvadenych vellcm)
Formalm pozadavky body celkem 18
(2) VECNE POZADAVKY
| Splnéni cilii price 10-3 3
| | Schopnost porozumét vysledkiim, jejich interpretace a jasny popis, srozumitelnost i 0-3 2
dlskuze a zavéri :
] Uroven dlskuse - mterpretace vysledku, zafazeni do kontextu v llterature (absence ‘ 0-3 2

f diskuze vysledku s literaturou je nepfijatelna)

Nehodici se skrtnéte
Bodovy rozsah hodnoceni: 0-nevyhovujici, 1-vyhovujici, 2-primérné, 3-excelentni. U teoretickych praci hodnot'te

jenom (1) Formalni poZadavky, u experimentalnich praci i (2) V&cné pozadavky a u praci v cizim jazyce i (3)
Jazykovou troveil prace v cizim jazyce.



! Logika postupu p¥i viastni vyzkumné praci l 0-3 3
|

iUplnost popisu pouZzitych metodik ‘O-E’, - 7‘73 7
|Expenmentaln;1;r;)cnost practg,rsa‘lrnostatnost pii pracl S 0-3 - ;3 »
rI_Jroven zpracovam experll:l;entalnlch dat ‘ - 0-3 i 3 7
Ikﬁuﬁn&}&;nyciﬂ;&&“"'"””—"’m" ‘ o3 3

| P¥inos price pro obor a publikovatelnost ;ysleiﬁu'(po pnpadnem'd;}ﬂﬁe;if o3 4: 3
! rne l;;zadavky u experlmentalmch pracl body celkem S t25 -
|@)PRACEV CIziM JAZYCE | |

Jazykova a stylisticka uroveii 0-3

CELKEM BODU (MAX/ZISKANYCH)

KomentaF oponenta: Diplomova prace Johany Mustacové je zaméfena na porovnani
vybranych promotor(l pro vyuziti v klitécim (Ixodes) expresnim systému, na testovani schopnosti
téchto promotord indukovat expresi v n€kolika vybranych klistécich bunéénych liniich a na nalezeni
efektivniho systému transfekce plazmidd do vybranych klistécich bunéénych linii.

Diplomové prace byla vypracovana v Laboratofi aplikované biochemie Dr. Jana Stérby a
pod vedenim Dr. Kateryny Kotsarenko. Prace obsahuje 64 ¢islovanych stran a sklada se z anotace,
uvodu, ¢asti material a metody, vlastnich vysledktl, diskuze, zavéru, seznamu zkratek a seznamu
pouzité literatury. O schopnostech Johany Mustacové samostatné pracovat s odbornou anglickou
literaturou svédéi 105 citaci pouZitych pfi vypracovéani diplomové prace. Samotna prace je napsdna
pfehledné a srozumitelné a obsahuje vSechny formalni naleZitosti kladené na diplomovou praci.
Vyty&ené cile prace se podafilo splnit a navic se nich da stavét dalsi vyzkum klistécich expresnich
systémul.

Vysledky uvedené v diplomové praci mé presv&dCily o tom, ze autorka Gsp&$né zvladla
zékladni i nékteré narotnéjsi metody molekularni biologie.

K pfedkladané diplomové praci mam ne€kolik faktickych pfipominek a nasledné i otazek do diskuze.
Nékteré faktické pFipominky a nep¥esnosti v textu:

V uvodu autorka diskutuje mozné metody genetické manipulace u kli§tat. Velmi mé zaujala
véta: ,,RNAi vSak nebyla pouZita jako hlavni metoda pfimo k ovladani klistéciho genomu.” Co
mysli autorka pojmem ,,ovladani klistéciho genomu®?

Autorka uvadi, Ze ,,Promotorem se rozumi sekvence DNA, ktera je situovana na 5¢ konci
protein kodujici sekvence DNA vldkna“, coz neni plné pfesné. Na 5° konci protein kodujici
sekvence DNA byva 5’ netranslatovana oblast (5’UTR), ve své kompletni délce definujici pogatek
transkripce (TSS) a tim de facto i 3°-konec promotoru (tedy pfinejmensim jeho vEtsi &asti).

V metodické casti 3.4 autorka uvadi: ,K izolaci plazmidové DNA z kompetentnich
bunék...“, cozZ neni piesné, protoze bakteridlni buiiky jsou kompetentni pouze pred transformaci.

V ¢asti 3.8 je uvedeno, Ze: ,,.Déle byl opét ptidan PBS, ve kterém byly buiky rozpustény,

“, coz zcela jisté nebyly.

2 Vyberte jednu z hodnot: 48 bodii pro experimentalni prace, 51 bodii pro experimentélni prace v cizim jazyce

#  Zadejte potet ptid&lenych bodd.



Byla DNéza I, pouzita v ¢asti 3.9 teplotné inaktivovana pfed syntézou cDNA?

Standardné se pouZivéa forward a reverse primer, ne 5° primer a 3 primer (3.11).

V popisu metody gqRT-PCR (3.12) by mélo byt uvedeno, Ze teplota nasednuti primerd je
zaroven teplotou extenze (dvoukrokova PCR).

U méfeni luminiscence v lidskych DAOY burikéch i u klistécich bunék (str. 30-31) neni
jasné, na kolika vzorcich je méfeni provadéno. Jedna se o jeden pokus a data odpovidaji méfenim
z jednotlivych jamek jedné transfekce (technickym replikatiim), nebo se jedna o data
z opakovanych transfekci a hodnoty uvedené v grafech odpovidaji primérmym hodnotdm
naméfenym v jednotlivych pokusech/transfekcich?

Pro vyhodnoceni vysledkt slozeni transfekénich komplexii v ¢asti 4.6 by se Iépe hodila jina
statistickd analyza nez dvouvybé€rovy neparovy Studentiiv t-test, napiiklad ANOVA s Tukeyho post
hoc testem. Pak by autorka mohla porovnat i skupiny s riznymi poméry DNA/FuGENE HD mezi
sebou, nejen s kontrolou.

V ¢asti 4.7 autorka tvrdi, Ze na zaklad€ naméfenych hodnot nelze jednoznaéné potvrdit, zdali
u IRE11 bunék (ale vlastn¢ i u RE/CTVM20) probihala exprese NanoLuc luciferazy po transfekci
pomoci FuGENE HD. Podle Obr. 23 a Obr. 24 je vSak evidentni, Ze k transfekci plazmidu i aktivaci
NanoLuc luciferazy doslo, jen je vysledek statisticky nevyznamny pro velkou variabilitu méfenych
hodnot luminiscence.

Je Skoda, Ze pro testovani G¢innosti transfekce klistécich bunék plazmidem SP-dCas9-VPR-
hPGK neni v celé praci prezentovan ani jeden, byt negativni, vysledek. Taky by mé zajimalo, co
autorka mysli ,,nespecifitou u cDNA z netransfekovanych bungk“?

V diskuzi autorka uvéadi, Ze u kliSté€cich bun€k se ukazala byt dlleZitd rovné€Z volba
vhodného plazmidového vektoru, coz je jisté obecné pravda. Nicméné, autorka ve stejné véte
odkazuje na Obr. 11, kde je shrnuto porovnani transfekce vektorti pRSET a phMGFP do bunék
ISE6, coZz je pon€kud nestastné, protoZe vyvozovat jakékoli zavéry z pokusu, ktery evidentné
nefungoval v diplomové i pfedchézejici bakalatské praci opravdu nelze.

Nekteré odkazy v diskuzi na data (obrazky) ve vysledcich jsou s chybami, ale je otazkou,
jestli jsou vSechny odkazy nutné a jestli v n€kterych ptipadech spiSe nerusi plynuly tok textu.
vysvétlovani svych umysla.

Dotazy, na které ma student/-ka reagovat pii obhajobé:

1) Je opravdu metoda CRISPR/Cas9 méné nachylnd k off-target efektim ve srovnani
s RNA interferenci, jak autorka uvadi?

2) Klistéci buriky rostou spise v suspenzi neZ adherentné na dné€ kultiva¢nich naddob. Ac¢koli
byly transformaéni DNA komplexy pfipravovany pouze v zdkladnim transformaénim
médiu bez dalSich doplitkkti jako jsou fetdlni bovinni sérum, L-Alanyl-L-glutamin a
antibiotika, transformacni médium bylo pfiddno k buitkdm v kompletnim médiu. Je
mozné, Ze pfitomnost kompletniho média pfi transfekci negativné ovlivnila u¢innost
transfekce?

3) Autorka tvrdi, Ze promotory v plazmidech pRSET a phMGFP neiniciuji expresi
reportérového genu a tyto plazmidy nejsou tedy vhodné k transfekci ISE6. Nicméné,
promotor rpL4 u plazmidu pRM-DualLuc fungoval, jak autorka spravné uvadi v diskuzi.
Neni tedy moZzné, Ze nefunguje samotna exprese fluorescenéniho proteinu? Pro jaky
systém je EmGFP urcen, jinymi slovy, da se viibec ofekavat jeho exprese v klistovych
burikach? Ovéfila nékdy autorka funkénost exprese fluorescenéniho proteinu, tfeba i
vjiném expresnim systému? Mohla by autorka navrhnout (takfikajic mimo soutéz)
zpusob mozného feSeni tpravy expresniho vektoru (napt. sekvence EmGFP)?

4) Je pon€kud matouci, Ze u ISE6+pmirGLO (a obecné fe¢eno i u ISE18 a IRE11) byla pfi
optimalizaci poméru DNA/FuGENE HD naméfena tak velka mira indukce luminiscence,
obzvlasté porovndme-li luminiscenci v Obr. 18 a Obr. 7. Autorka se danému zjisténi
vénuje v diskuzi, ale ocenil bych, kdyby mohla své zavéry jest¢ trochu rozvést a
naptiklad diskutovat Giroveni luminiscence u kontrol.




Chyby, kterych by se méla autorka v budoucnu vyvargvat:

(1) Autorka by méla vénovat vice pozornosti zavéreénému Cteni a korekturdm prace, coZ je
obzvla§té aktualni v piipadé dalsitho studia. V pfedloZené praci se stile vyskytuje znacny pocet
preklept a gramatickych chyb, které snizuji celkové slusnou jazykovou uroveil diplomové prace a
jsou nejspise projevem nepozornosti. Jako pfiklady bych uvedl chyb&jici prvni pismeno prvni véty
v odstavci na strané 18, nespravnou shodu podmétu s pfisudkem na stran€ 10, slovo ,,pfi¢emz* na
zadatku véty na strané 12 a néktera zvlastni slovni spojeni jako napiiklad ,,genetickd manipulace s
klidtaty, nebo ,transfekce bun€k s plazmidy*, jez nékdy posouvaji vyznam sd&leného. Dale
naptiklad slovni spojeni ,,promotor vede expresi“ mi pfijde velmi neobvyklé a lehce nahraditelné
vhodngj$im vyrazem. Taky tfi verze slova ,,potencidlni“ jsou rovn€z pon&€kud zbyte€né. Autorce
bych doporugil osloveni n€kterého z koleg, ktefi pracuji v oboru, ale pfimo se neu€astni psani
prace, o kritické piecteni findlni verze price a jazykovou i vécnou zpétnou vazbu. (2) V textu jsou
pouzity zkratky, které nejsou uvedeny v seznamu zkratek, naptiklad VPR. (3) V popisku obrazku 3
by méla byt pismena ,A“ a ,B“ odkazujici na ptislusné plazmidy v kulatych zavorkach,
konzistentné s popiskem Obr. 25. (4) U referenci je prvni autor uveden nejprve piijmenim a pak
kfestnim jménem, druhy autor v pofadi je uveden nejprve kiestnim jménem a pak pfijmenim.
Mnohem piehledné&jsi by bylo feseni s vZdy stejnym pofadim jmen.

Zavér: Diplomova price Johany Mustacové pFina$i nové poznatky o studiu expresnich
systémii klifat a vystupy jsou dobie uplatnitelné v dal§im studiu klistat. PfedloZend prace je i pfes
né&které vyse uvedené nedostatky kvalitni a

Praci

doporuduji/nedopeorutuji*

k obhajobé a navrhuji znaAmku velmi dobfe (2), s moZnosti tipravy na zndmku vyborné (1)
pfi obhajobé.*

V Ceskych Budgjovicich dne 16. 5. 2021

podpfs

4 Je moZné navrhnout znamku s tim, e navrZzena znamka miiZe byt upravena pfi obhajobé (pokud se oponent

nezidastni obhajoby, v posudku navrzena znamka se do vysledné znamky nezapocitava). Znadmky: vyborné (1),
velmi dobfe (2), dobfe (3), nevyhovél (4).



