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Oponentsky posudek na bakalafskou praci Moniky Svabové — Mutageneze
genu CNT1 v genomu D. melanogaster pomoci programovatelnych
endonukleaz

Bakalafska prace Moniky Svabové ma experimentalni charakter s cilem otestovat vliv mutace

v genu CNT1 na fertilitu samcd octomilek a pfipravit konstrukty pro novou cilenou mutagenezi
tohoto genu. Préce je po formalni strance v pofadku, ma obvyklou strukturu a i odpovidajici napls.
Je napséna s minimem preklepl a formalnich nedostatku, text je dobfe srozumitelny. Z formélniho
hlediska bych oviem hned na za¢atku Monice vytkl Spatné uvedeni védeckého titulu svého
$kolitele, prof. Michala Zurovce (nikoliv docenta), hned na titulni strané prace — toto je pomérné
hrubé ptehlédnuti. Z obsahu prace je patrné, Ze bakald¥sky projekt Moniky naplnil své poslani, aby
se studentka sezndmila s experimentalni praci v laboratofi, porozuméla tématu a sepsala svou
prvni rozsahlejsi védeckou praci. Z tohoto pohledu prace spliiuje naroky na uspésnou obhajobu.

Co se tyce kritického zhodnoceni a doporudujicich pozndmek, zadal bych hned nazvem préce, ktery
nevystihuje, ¢emu se skutecné prace vénuje. Nazev prace je ,Mutageneze genu CNT1..., ale
Monika testovala vliv jiz hotovych mutantt na fertilitu a pfipravovala konstrukty pro mutagenezi,
ale mutagenezi genu jako takovou se Monika nezabyvala. Nazev védecké prace by mél byt
vystizny. Co se Gvodu tyCe, Monika pokryva viechna dlleZita témata, kterych se svou
experimentalni praci dotyka. Bohuzel dvod trpi pomérné typickym nesvarem bakalarskych praci,
kdy se studenti ¢asto spiSe snazi vyplnit ivodni stranky v§im moznym, co se tématu prace tyka

v duchu nejéastéjsiho dotazu studentd pred zacatkem sepisovani ,kolik stranek by asi mél mit
uvod mé prace?”. | kdyZ se v uvodu autorka celkem hezky snazi uvést octomilku jako modelovy
organizmus (to vnimam pozitivné), ilohou Gvodu experimentalni prace by neméla byt reserse na
dané téma, zvlasté na tak rozsahlé, jako jsou ulohy adenozinu a jeho transportéri, které nemiize
smysluplné pokryt. Vysledkem jsou tak spise nahodné uvedené jednotlivosti, jako uloha adenozinu
pro spanek nebo v diabetu, které stejné nejsou vysvétleny, a jejich vyznam pro praci Moniky neni
ziejmy. Smyslem Gvodu by mélo byt uvedeni zasadnich véci pro porozumeéni celé prace a zejména
zdlvodnéni, proc se viibec zabyvat tématem prace. Monika si méla hned na zadatku projektu
polozit otazku, pro¢ se zabyvat tlohou adenozinu a CNT1 v samdi fertilité, a odpovédmi na tuto
otazku uvést tendre do problematiky, kterou pak ve své praci zkouma a prezentuje. Jedinym
naznakem je v Uvodu jedina véta: ,CNT1 se vyskytuje na chromozomu Il a jeho produkt se nachazi
nejvice u dospélcll ve varlatech”. Do souvislosti s jiz zndAmymi poznatky na toto téma neda své
vysledky Monika ani v diskuzi, kde opét jedinou vétou zminuje praci Bellezza a Minelli (2017) -
Adenosine in sperm physiology, ktera znadi, Ze cosi 0 tomto tématu zndmo je. Doporudil bych
tento nedostatek alespon ¢astecné napravit v prezentaci pfi obhajobé.



Druhym cilem prace je tvorba konstruktl pro novou mutagenezi CNT1. Opét neni uvedeno proc.
AZ v metoddch se ¢tendr dozvi, Ze na konci tietiho exonu CNT1 se nachazi vazebné misto
zinkového prstu, coz naznacuje divod pripravy konstruktt, ale divod neni nijak rozveden. Pro¢?

Metody jsou celkem dobie popsany, pouze nejsou uvedeny sekvence forward primerd v ¢asti
3.2.7. Proc je reverzni primer dlouhy 32 nt, coZ je ponékud neobvykla délka? Jako kontrolni kmen
byl pouzit ,Canton S s bilou barvou o¢i, protoze byl mutantim nejblizsi“? Co v tomto ptipadé
znamena nejblizsi?

Vysledky zbyte¢né opakuji celé odstavce z metodiky, i samotné nazvy vysledkl spiSe odpovidaji
nazvim metodiky, napf. ,4.1 KfiZeni jedinct ...“ nebo ,,4.2 Pfiprava heteroalelickych kombinaci ...“
(popis pfipravy = metodologie, ne vysledek) namisto napfiklad ,Efekt malé a velké delece na
fertilitu”. Zdsadnim nedostatkem ve vysledcich je to, Ze neni jasné, co vlastné grafy ukazuji.

V metodologii i v textu vysledkt autorka piSe, Ze , bylo zkfizeno 10 samic s jednim samcem a
samice pak byly separovany po jedné do vialek” a Ze ,z celkového poctu 10 vialek se vypocetlo
procento vialek s vylihnutymi larvami“. OvSem v legendé grafui se pak uvadi , procentudlni
zastoupeni fertilnich jedincti”, ¢emuz bych rozumél tak, Zze autorka pocitala, kolik z téch jednotlivé
zkiizenych sameck bylo fertilnich. Pokud ano, kolik takto zkfizenych samci vlastné bylo pro jeden
biologicky replikat? Co tedy grafy ukazuji a co to vlastné tika o fertilité? Co rika o fertilité to, ze
jeden samec oplodnil napfiklad 7 z 10 samic, se kterymi se mohl kfiZit, a co Fika to, Ze 7 z 10 samcui
oplodnilo samice, a to kazdy alespori jednu samici nebo vSechny, aby se zapocital jako fertilni?
Toto je tifeba jednoznacné vyjasnit. U vysledkd ligace chybi uvedené délky PCR produktt a také,
jaky marker molekulovych hmotnosti byl pouZit, aby ¢tenaf mohl viibec zhodnotit prezentovany
vysledek.

Diskuze je pomérné kratkd a do velké miry spiSe znovu popisuje dosazené vysledky, misto aby je
diskutovala v souvislostech s tim, co je znamo o Uloze adenozinu v samdi fertilité (jiz vyse
zmifovany nedostatek). Autorka pise, Ze ,mutantni samci CNT1° tedy potFebuiji vice &asu, aby byl
schopni viechny samicky oplodnit”. MiZe se autorka pokusit spekulovat o tom, jak miize mutace v
CNT1 zpusobit takovyto fenotyp? Byl by to efekt na spermatogenezi? NemUze to byt téZ efekt na
chovani samecka? S tim souvisi i dal$i konstatovani: ,Protoze CNT1 zpusobuje sterilitu samci” —
skute¢né se da jasné z vysledkl vyvodit, Ze mutace v CNT1 zpUsobuje sterilitu? Existuji i dal3i
mozna vysvétleni dosazenych vysledki?

Vy3e uvedené kritické poznamky by mély byt vnimany predevsim jako zpétna vazba pro autorku,
aby pfipadna pfisti prace byla zase o stuperi lepsi. Ackoliv nemohu pfedloZenou praci hodnotit
jako excelentni, je v ni mnoho nedotazenych véci, mél bych konstatovat, Ze mnoho z nich se
obecné v bakalaiskych praci vyskytuje, je to na této urovni bézné. Z celkového pohledu mohu
konstatovat, Ze praci doporucuji k obhajobé a klasifikaci bych si dovolil navrhnout az na zakladé
samotné obhajoby.

V Ceskych Budéjovicich dne 12. 5. 2019 @ /

doc. Mgr. Tomas Dolezal, Ph.D.



