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Oponentsky posudek na bakalafskou praci Johany Mustacové

»Identifikace promotorii kli§t’at pro vyuZiti v molekularné biologickych aplikacich*

Johana Mustacova ve své bakaléfské préci fesi problematiku vhodnych kli§t&cich promotord pro
pouZiti v kliStécich buiikach. Jak autorka sama uvadi, spravny vybér promotoru je zakladnim
pfedpokladem pro molekularné biologické experimenty s klistécima buiikama.

PfedloZena bakalafsk4 prace ¢itd 27 stran vEetné seznamu literatury. Prace ma charakteristické ¢lenéni
a je rozdélena na Gvod (literarni prehled), kterému je vénovano 5 stran. Za nim nasleduje stranka, kde
autorka Ctenafe seznamuje s vyty¢enymi cili projektu a kapitola Material a metody (8 stran), v niz
autorka piedstavuje pouZité kity, roztoky a viechny postupy, které si osvojila b&hem své bakalaiské
prace. DosaZen€ vysledky jsou rozepsany na Sesti stranich. Déle nasleduji dvé stranky diskuze, zavér
a seznam pouZité literatury. Oceuji taky seznam zkratek pouZivanych v textu (strana 1), i kdyz
n€které zkratky v ném chybi (DEPC, DMEM, LB medium).

Uvod:

Uvodni &ast prace (Literarni pfehled) je sepsana mirné , kostrbatou* Eestinou, kterd &asto p¥ipomina
anglicky slovosled a je rozdélena na dvé &asti. Prvni &ast nese nazev Klistata a druha Transfekce
klistécich bunék. Ob¢ kapitoly maji pomérné Siroky zabér (napf. kapitola klist'ata obsahuje informace
jak o nemocech ptenasenych klistaty tak i produkci rekombinantnich proteinti). Zde bych doporu¢oval
rozdéleni do vice podkapitol, coz by dle mého nazoru pfispélo k lepsi ¢itelnosti a orientaci v textu.
Dotazy a komentare:

Kapitola kli§t'ata popisuje spiSe onemocnéni pfena$ena klist’aty, ale o samotnych klit'atech zde moc
informaci neni. Mohla by mi autorka uvést rozdily mezi ¢eledémi argasidae a ixodidae?

Material a metody:

Tato kapitola ma 8 stran a seznamuje tenafe s jednotlivymi metodami, které si autorka b&hem své
prace osvojila. Autorka pouzila riizné expresni vektory a navic je modifikuje. Bohuzel ale informace o
téchto vektorech jsou v textu jen malé (obr 3, 8, 9 ale v nizké kvalité). Ocenil bych, kdyby autorka
vloZila do textu mapy plazmidil s vyznadenymi modifikacemi a primery, které b&hem své prace
pouZzila.

Dotazy a komentafe:

Na co byl pouZit plazmid pET30a+? V praci jsem moc informaci nenasel

Odkud byl amplifikovan gen pro RFP?.

Nazev kapitoly 3.1.2 neodpovida naslednému textu.

Tabulka 111 obsahuje sekvence vSech primerd. Zde bych ocenil, pokud by kromé sekvence a
annealingové teploty bylo uvedeno i vyuziti primert (napf. amplifikace promotoru, klonovani atd) a
ocekavana velikost amplikond.

V kapitole 3.2.8 se piSe, Ze pfitomnost plasmidd v butikich byla ovéfovana pomoci colony PCR. Zde
dle mého nazoru jde o trochu nepfesnou formulaci, nebot’ uz jenom fakt Ze kolonie vyroste na plotné
s antibiotikem je diikazem pro pritomnost plasmidu. Colony PCR se déla pro ovéfeni insertu. Byl
klonovany insert ovéfovan i jinym zpisobem?

Autorka uvadi, Ze pro elektroporaci bunééné linie ISE6 bylo pouzito 7,2mil bunék a pro bunéénou linii
IRE19 86.4mil. Pro¢ tak markantni rozdil?

Vysledky: 5
Kapitola vysledky €ita 6 stran a celkové 14 obrazkl. Kvalita obrazku je s vyjimkou obr. C. 3,8 a9
dostate€na. Co povazuji za ne upln€ vhodné zvolené, jsou popisky u obrazkl (napt. velikosti markert),



které jsou pfimo vloZené do obrazku. Dle mého nazoru by byl obrazek prehlednéjsi, pokud by se popis
nachéazel mimo.

Jednou z hlavni néplni autor¢iny prace bylo klonovani jednotlivych promotorti do expresnich vektori.
Dle mého nézoru je $koda, Ze tato ¢ast prace je zminéna pouze v kapitole M&M a neni soudasti
kapitoly vysledky. Jednak tim autorka pravdépodobné stravila hodné& ¢asu a navic by to usnadnilo
interpretaci vysledkd.

Dotazy a komentéfe:

Z obr. 2 je patrné Ze ve vzorku 3 a 4 se nachazi vic nez jeden amplikon. Ovéfovali jste ostatni
amplikony? Jak byly purifikovany vzorky pro Gibson assembly?

Obsah obrazku 4 neodpovida popisu v textu.

Co bylo pouzito jako negativni kontrola pro colony PCR?

Autorka pouZila metodu PCR pro optimalizaci elektroporace. Tato metoda mi nepfijde moc vhodna,
nebot’ se jedna primérné o kvalitativni informaci (Ano/NE) ktera metoda by byla vhodné&jsi pro
kvantifikaci mnoZzstvi elektroporované plasmidové DNA v buiikach?

Na strané 18 autorka konstatuje, Ze metoda elektroporace se nejevi jako vhodna pro transfekci
klistécich bunék (nebyl detekovéan Zadny fluorescenéni signal). S timto tvrzenim bych trochu
polemizoval, nebot (jak sama piSe v zavéru) si neni zcela jista funké&nosti pfipravenych konstrukta.
Obr. 10 ukazuje colony PCR a uvadi pouziti 1kb DNA markeru, to ale neodpovida. Jedna se
pravdépodobné o 100bp DNA marker. Z obrézku je patrny band v NC pro actin. Ovéfovali jste, zda
signal u ostatnich vzorki neni diky kontaminaci?

U obr. 11 autorka uvédi, Ze velikost klonovanych fragmentt byla kontrolovana pomoci agar6zové
elektroforézy. Toto je dle mého nazoru nedostacujici, nebot’ 1: chybi kontrola prazdného plazmidu a
za 2: velikost actinového promotoru je jenom ca 70bp a to nebude na gelu patrné. Jak by autorka
ovefila zda doslo k ispé$nému klonovani?

Pro¢ byla fluorescence po transfekci méfena jinym zpisobem neZ v pfipadé elektroporace? (plate
reader vs mikroskop). To dlé mého nazoru to zhorSuje srovnani Gispésnosti jednotlivych metod.

Diskuze:

Diskuze je na 2 stranéch a autorka v ni rozebira ziskané vysledky s literaturou.

Dotazy a komentéfe:

Autorka pise, Ze promotory CMV a SV40miiZou byt nevhodné pro klidtéci bun&&né linie. Oba
promotory uz ale v klistécich buiikach pouZity byly. MiZe mi to autorka komentovat?

Vysledky s klistécimi promotory se li§i od dfive publikované prace (Tuckow a kol 2015). Jak se lisi
sekvence promotort z I. scapularis od sekvenci schodnych promotorii z R. microplus?

Autorka pi3e, Ze transfekce pomoci polyjetu je G¢inné&jsi nez elektroporace. Podle &eho tak autorka

usuzuje?
Zavérem bych chtél fici, Ze navzdory viem mym otdzkam a pfipominkam piedloZena bakalaiska prace

Johany Mustacové splituje veskeré podminky kladené P¥irodovédeckou fakultou JCU a tudi ji
doporuc¢uju k obhajobé.

V Ceskych Bud&jovicich 17.5.2018 Zdenék Franta
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