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Oponentsky posudek na bakalaiskou diplomovou praci Petry Houfkové:
“Funkéni analyza metyltransferaz u Trypanosoma brucei”

Cilem bakalaiské prace Petry Houfkové byla funkéni charakterizace tii potencialnich
metyltransferaz u vyznamného patogenniho bi¢ikovce Trypanosoma brucei pomoci metody
interference RNA (RNAi). V pribéhu feSeni své prace autorka pripravila tfi rizné vektory pro RNAI,
se kterymi uspésné tranfekovala procyklicka stadia 7. brucei a nasledné charakterizovala vybrané
transgenni linie jak na Grovni RNA tak sledovanim jejich riistového fenotypu. Velice ocenuji Siroké

W

projektu usp&sné zvladla a pouzila.

Vlastni bakalaiska prace je napsana na 34 stranach a sklada se z anotace, uvodu, ¢asti material
a metody, vlastnich vysledki, diskuze, shrnuti a seznamu pouzité literatury. Celkem 35 citaci
pouzitych pii vypracovani bakalaiské prace svédci o schopnostech autorky samostatné pracovat
s odbornou anglickou literaturou. Samotna prace je napsana piehledné, srozumitelné a ¢tivé s malym
poctem pieklept a chyb a obsahuje vSechny formalni nalezitosti kladené na bakalaiskou diplomovou
praci.

K predkladané bakalafské praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1. Zajimalo by mé, co je ,,tzv. TOPO vektor* uvedeny na stran¢ 9 (predpokladam, ze se jedna o
plasmid pCR-TOPO od firmy Invitrogen), kdyz na pfedchézejici strané je uveden jako
klonovaci vektor pGEM T-easy (Promega).

2. Strana 10, bod 2.9: Rad bych se dozvédél, k ¢emu slouzi pouziti IPTG, kdyz jsou pro
transformaci pouzivany kompetentni buiiky E. coli kmene DHS5a.

3. Strana 16, obr. 3.3a: Jestlize plasmid pGEM T-easy se zaklonovanym insertem ma velikost
piiblizné 3,7 kb, jak si vysvétlujete, Ze jeho velikost na gelu je okolo 2 kb? Pro¢ maji plasmidy
v jamkach 2 a 3 (284 MT v pGEM T-easy) na témze gelu odliSnou velikost od ostatnich?

4. Pouzita Northern analyza nepfedstavuje nejvhodnéjsi metodu pro presnou kvantifikaci hladiny
mRNA v buiikach. Jaké alternativni pristupy by bylo mozné pouzit?

5. Pri ptipravé tranformaéniho vektoru mize nékdy dochazet k rekombinaci a vyStépeni
zaklonovaného inzertu, zejména jsou-li v plasminu pfitomny obracené repetice, jako v tomto
piipadé dva protismérné T7 promotory. V takovém piipadé by tranformanti 7. brucei
obsahovali selekéni gen pro phleomycin, ale chybél by jim inzert pro RNAi. Zajimalo by mé,
zda byla tato moZnost ovéfovana a jakym zptisobem.



6. Strana 25, obr. 3.15, 370MT: V jamce pod oznac¢enim (0) jsou patrny dva prouzky; je mozné,
ze horni predstavuje mRNA a spodni odpovida postupné indukované dsRNA?

7. Strana 26: Prosim vysvétlit rozdil mezi analyzou RNA se stiednim a vysokym rozlisenim,
v predlozené praci chybi obr. 17 a 18 uvedené v textu a také jsem nikde nenasel obrazky
dokumentujici analyzu RNA s vysokym rozliSenim. Zajimalo by mé, co autorka od této
analyzy ocekavala.

8. Jelikoz se autorce nepodarilo prokazat zadnou poruchu v metylaci u jednotlivych
transformantti i pres prokazatelnou eliminaci odpovidajicich mRNA (370MT a 420MT) je
mozné, ze proces metylace u 7" brucei je redundantni. Uvazuje proto autorka o piipravé a
nasledné charakterizaci dvojitych, popiipadé trojitého ,.knock-downu*?

Drobné formalni pfipominky:

e 'V casti Material a metody je u centifugaci vhodnéjsi uvadét relativni odstiedivou silu (RCF) misto
otacek (rpm).

e Strana 10, bod 2.8: plastidova DNA; asi mélo byt plasmidova DNA

e Tataz strana, bod 2.10.1: acetat sodny; spravné octan sodny

e Strana 11, bod 2.13.2; ,,...eletroporac¢ni Yvety*?

e Strana 13, 14 a v prab&hu textu prace: proby, proby: spravny termin: sondy

Jsem piesvédcen, Ze i pies vySe uvedené drobné nedostatky predlozena prace Petry Houfkové
spliuje veskeré pozadavky kladené na bakalaiskou praci a doporucuji ji k obhajobé.
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