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Oponentsky posudek na bakalafskou praci Bc. Terezy Ki‘e¢kové ,,Pilotni analyza kalcium-
dependentnich proteinkinaz prvoka Babesia divergens™

Ve své bakalatské praci Tereza Kieckova charakterizovala kalcium-dependentni proteinkinazy, jejichz
vlastnosti a role u babesii nejsou dosud objasnény. Bakalaiska je zjevné soucasti vétsiho projektu a jeji
vysledky ur¢ité piinesly dulezita data pro navazujici vyzkum. Takeé si troufnu tvrdit, Ze vysledky budou
platnou soucasti budouci na toto téma zamétené publikace. Dil¢ich cili méla studentka nékolik (reSerSe na
dané téma, osekvenovat predikované sekvence CDPK z genomové DNA a z cDNA, predikovat proteinové
domény, rekonstruovat fylogenetické vztahy a navrhnout analyzu exprese CDPK pomoci qPCR) a hned na
Uvod musim konstatovat, Ze se se zadanym tikolem vypofadala velmi dobie. Posledni cil byl pavodné vice
ambicidzni (provézt experiment a zjistit expresy danych genti béhem parazitémie), nicméné i tak si myslim,
ze predlozena bakalaiska prace je co do zpracovani a dosazenych vysledku (a jejich interpretaci) velmi
kvalitni. Musim pochvalit pfedev§im moc hezKy zpracovanou literarni resersi. Je psdna opravdu velmi
prehledné, srozumitelné, a i po formalni strance je vSe v poradku. Jediny formalni nedostatek v celé
bakalaiské praci jsem snad jen nasel tplné na prvni strané, resp. titulni stran€, kde chybi jméno bakalaiské
studentky, to je nastésti na druhé strané pod Cestnym prohlaSenim, takze autorku prace lze vystopovat.

V (vodu bych Upln¢ nesouhlasil s tvrzenim, ze obrazek 3 ukazuje zna¢nou blizkost mezi CDPK u
Apicomplexa a A. thaliana. | kdyby byly tyto skupiny velmi vzdalené, takovyto kladogram by bez informace
o délkach vétvi ukazal pravdépodobné stejnou topologii. Nicméné obrazek je ptrevzat z publikované préace,
ktera vysla v kvalitnim Casopise, jen jsem piemyslel, zda-li tvrdili autofi to samé, co vy na zakladé této
analyzy. V préaci se né¢kolikrat objevil anglicky vyraz ,.egress*, ktery by Sel mozna nahradit vhodnym ¢eskym
ekvivalentem (napf. egress z erytrocytu — opusténi erytrocytu?). Metodika je na bakalaiku adekvatni, svédéi
o tom, Ze si studentka osvojila n¢které zkladni metody molekularné biologické laboratote. V metodice se
odkazujete na tabulku Il1, ve které jak piSete je seznam primeri a jejich vlastnosti. V tabulce je uvedend Tm
(55°C) shodna pro vSechny primery, pfedpokladam, Ze ale nebude odpovidat predikované Tm teploté vsech
jednotlivych primerd, ale teploté kterou jste pouzila béhem PCR. V kapitole vysledki 4.2 se pise ,,Kodujici
sekvence (cDNA) tii BACDPKs byly uspésné zaklonovany do plasmidu pGEM®-T Easy Vector (Promega)
(viz Obrazek 6), a po ¢astech uspésné osekvenovany* s odkazem na tabulku 111, kterd obsahuje seznam sekv.
primeri — v tabulce se o Gispésném sekvenovani ale nic nedovime. Kapitola 4.4 obsahuje velmi podrobny
popis fylogenetickych vztaht jednotlivych CDPKSs, ktery je opravdu Gctyhodny, protoze neni Gplné
jednoduché vse takto peélivé popsat. Nicméné pro lepsi orientaci ve stromu mohly byt hlavni skupiny, napf.
CDPKO9 nebo CDPKS®, graficky oznaceny ve stromu. Pfes nékolik vyse uvedenych nedostatkti povazuji praci
za velmi kvalitni, peclivé sepsanou s hezkymi vysledky. K praci mam néekolik otazek, které prosim u obhajob
zodpoveédét:

1) U Babesia divergens byly predikovany ¢tyii CDPKs. U urc¢ité mnohem vice probédaného parazita
Plasmodium falciparum (pokud’ jsem dobie pogital) je zndmo sedm téchto proteinkinaz (T. gondii
dokonce osm), které maji razné funkce. Myslite si, Ze je mozné jesté objevit v genomu babesii
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né&jakou dosud neznamou CDPK? A kdyz ano, jakou funkci by mohla mit (tfeba na zakladé poznatku
a podobnosti s P. falciparum)?

V textu je uvedeno: ,,Avsak stale neni jasné, jak vznikaji Ca2+, které se jiz od zacatku lisi podle
stimulu, ktery signalizuji*“ — To je zajimavé tvrzeni, ale neni mi jasné (nejsem odbornik na
biochemii), jak se muzou od sebe lisit Ca2+, resp. Ca2+ podle stimulu. Muzete mi to prosim né&jak
struéné vysvétlit?

Metodika je pomérné obsahla a svéd¢i o skvélém zapojeni studenta do laboratornich technik.
Zajimalo by mé, jestli jste se také podilela na kultivaci a udrzovani kultur B. divergens?

Piekvapila mé pomérné velka délka PCR produktu, které jste klonovala — povedlo se vdm opravdu
do pGEM vektoru naligovat a do bun¢k transformovat i produkt o délce 3883bp?

Nemam nic proti platformé IQ-TREE pro konstrukci fylogenetickych stromti (ob¢as ji pouzivam),
jen mé zajima, pro€ jste sekvence alignovala v programu Geneious, poté jste strom délala v 1Q-
TREE a zpét jste strom vizualizovala v Geneious, kdyz Geneious umi stejné dobie vytvofit ML
strom a bylo by to ur¢ité jednodussi feSeni (dataset neni zas tak veliky, aby to Geneious nezvladl
V rozumné dobg).

Zajimala by m¢ fylogeneze babesii a theilerii — jsou tyto rody monofyletické a byl v literatuie popsan
néjaky trend, ktery by ovliviioval evoluce téchto paraziti (napf. geografie, hostitel...)?

Bakalaiskou praci Terezy KieCkové povazuji za vybornou a doporucuji ji viele k obhajobé. Hodnotim

znamkou vyborné.

V Ceskych Budgjovicich, 20. 5. 2022

RNDr. lvan Fiala PhD.

Biology Centre of ASCR, Institute of Parasitology
BraniSovska 31, Ceské Bud&jovice, 37005

Czech Republic



