Oponentsky posudek na bakalafskou praci Sarky Borsodi , Vyvoj fluorescenéni
reportérové linie Babesia divergens”

V predlozené bakalarské praci se Sarka Borsodi zabyvala studiem patogenu hovéziho
dobytka Babesia divergens, kterého ma Laboratof imunologie vektor(
Parazitologického Ustavu BC AVCR k dispozici v in vitro kultufe. Konkrétné lo o
zavedeni a optimalizaci metody vyhodnocovani parazitémie B. divergens, ovérenim
citlivosti daného patogenu na blasticidin, uréenim efektivni inhibi¢ni koncentrace
této selekéni drogy, vytipovanim a osekvenovanim 5'a 3' UTR vhodnych pro pfipravu
navrzeného GFP plazmidu, jehoZ strategie konstrukce byla na zavér ovérena in silico
klonovanim. Studentka vSechny zadané cile splnila a na dosazené vysledky bude
navazovat ve své diplomové praci.

Praci povazuji za velice zdafilou jak po formalni strance, tak po obsahové. Prace je
napsana jasné s dobrou cestinou s uréitym mnozZstvim preklepl a nepresnosti, napr.
v Cesky psané praci bych doporudila uzivani ¢eskych terminG ,a kol.” misto ,et al.“,
,klindamycin a chinin“ misto ,,clindamycin a quinin®, ,,trypanosomy“ misto
,Trypanosomy*; na strance 34 dle mého nazoru chybi ¢ast textu specifikujici pocet
predikovanych promotort u 5 UTR HSP 70 B. divergens; v seznamu literatury chybi
téméF v kazdém nazvu €lanku u latinskych jmen druhi kurziva. Uvod zahrnuijici prvni
cil prace, jimz byla reSerSe na téma ,Strategie genetického inZenyrstvi u parazitt
rodu Babesia” a rovnéz metodika prace jsou pfehledné. Vysledky jsou srozumitelné
shrnuty. Diskuse je peclivé vypracovana, shrnuje a porovnava dosazené vysledky s
publikovanymi daty. Celou praci vhodné dopliuji kvalitni obrazky a tabulky.

K praci mam nasledujici otazky a pfipominky:

1) V Gvodu na str. 1 a potom opakované na str. 5 tvrdite, Ze babesioza je jednou z
nejcasteéjsich parazitickych chorob prenasenych krevni transfuzi. Zajimalo by mné,
ktery druh babesie je nejcastéji pfenaseny touto formou a jestli v tomto aspektu
existuji rozdily dané rozsitenim druh( babesii?

2) V uvodu na str. 2 se zminujete, Ze "fylogeneze této Celedi (zfejmé Babesiidae i
kdyZ v textu chybi bliZsi specifikace) je zaloZzena hlavné na morfologii a novéji i
molekularni analyze. MlzZe autorka blize vysvétlit toto tvrzeni? Byla opravdu myslena
fylogeneze nebo spiSe taxonomie?

3) V ivodu mé zaujalo tvrzeni, Ze babesie stejné jako vSechna Apikomplexa nemaji
geny umoziujici vyuzit RNA interferenci ke kontrole translace genu. Jsou néjaké
druhy z této skupiny, u jejichZ gen( se alespon ¢astecné RNA interference povedla?

4) Mohla by kombinace antibiotik pfitomnych v kultiva¢nim médiu ovliviiovat
ucinnost rezistence bunék zaloZzené na ampicilinu nebo se da takovy efekt Uplné
vyloucit?

5) Tvrzeni, Ze jste k urcitému ucelu pouzivala jiz ovérené primery (str. 18 a 29) by
bylo vhodné doplnit o néjakou referenci v literature, pokud je dostupna.



6) Je metoda pritokové cytometrie vyuZitelna pro urceni parazitémie B. divergens i v
celkové krvi nebo jenom pro in vitro kulturu parazita vyhradné obsahuijici erytrocyty?
Predpokladam, Ze metoda byla v praci pouzZita pro detekci trofozoitl a merozoitli v
infikovanych erytrocytech — daji se pomoci této metody odlisit rlizna vyvojova stadia
parazita béhem jeho Zivotniho cyklu a jak si predstavujete, Ze by vypadala takova
data na vystupu z pratokové cytometrie?

7) Jak jste se zminila, u B. bovis a B. bigemina se dnes rutinné vyuziva zavedenych
stabilnich transfekénich systému (Suarez & McElwain, 2010). Jsou tyto systémy
podobné tomu, ktery v praci navrhujete vy pro B. divergens, pripadné ¢im se |isi?

8) Dokazala byste identifikovat dlivod(y), proc fixované bunky nebyly obarvené SYBR
safe a pomoci propidium jodidu byly obarveny jenom ¢astecné ve srovnani s
mnohem ucinnéjsim ethidium homodimerem?

9) | kdyz je pokracovani tématu pfedmétem vasi diplomové préce, zajimalo by mé,
jestli jiz mate néjaké predbézné laboratorni vysledky ohledné postupného
sestavovani navrzeného GFP plazmidu pomoci Gibson assembly reakci?

Praci povaZzuji za zdafilou a viele doporucuji k obhajobé. Hodnotim ji zatim znamkou

vyborné, ale zdvérec¢né hodnoceni sdélim az po obhajobé.

V Ceskych Budé&jovicich, 3. 1. 2022 RNDr. Pavla Sojkova, Ph.D.
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