Oponentsky posudek bakaldiské prace Jifiho Tapala Funkéni analyza ThFis1 u Trypanosomy brucei

Bakalarska prace se zabyva funkci trypanosomalniho proteinu Fis1, ktery se u eukaryot ucastni déleni
mitochondrii. V ramci bakalarské prace byl identifikovan ¢teci ramec trypanosomalniho Fis1l, zmapovany jeho
UTR oblasti, vytvoren RNAi konstrukt a sledovan fenotyp po vyrazeni exprese proteinu interferenci RNA.

Predkladana prace ma standardni ¢lenéni a je napsana na 52 stranach. Po Uvodni anotaci nésleduje
podékovani a predevsim rozdéleni prace, ve kterém autor objasriuje, kterd z experimentalnich dat ziskal on
sam, ktera ve spolupraci a kterd data jsou prevzata.

Uvod o osmi stranach seznamuje ¢tenaie s modelovym organismem, RNA interferenci a mitochondrii a
jejim délenim u eukaryot a specialné u T. brucei. Nasleduji cile prace, prehled metod, vcetné vysvétleni
principu, vysledky, diskuze a zavér. Po zavéru je pro mé ponékud nestandardné vlioZena kapitola seznam -
zkratek, kterou bych ocekaval na zacatku prace. Posledni kapitolou je seznam citaci.

Bohuzel, formalnich vytek a nejasnosti je cela fada, které jsem se pokusil shrnout v sedmi bodech:

1. odkazy na obrazky jsou v textu uvedeny pouze u nékterych — napf. obr. 2-6 jsou v textu vnoreny bez
jakéhokoli odkazu v textu.

2. Nékteré obrazky maji uvedené citace, jinde citace chybi; zatimco u oblzészI 3-5 je mozné, ze jde o vlastni
vytvor autory, obr. 6 je zjevné reprodukovén. Prosim o vyjadfeni autora, zda a které obrazky jsou vlastni
tvorba.

3. Autor v pribéhu psani ziejmé ménil formatovani citaci v manazZeru bez globalni aktualizace dokumentu,
jedna a tata? citace se pak vyskytuje v rliznych podobach. Nékteré citace maji pfiddno standardni et al., i
kdyz se jedna o prace jednoho ¢i dvou autor( napf. prace Bochud-Alleman a Schneider, 2002 je v textu
uvedena jako Bochud-Alleman a Schneider et al.,, 2002 prip. Schneider 2001 je vtextu uveden jako
Schneider et al. 2001.

4. Vkapitole Materidl a metody jsou u nékterych metod uvedeny principy (poprvé v kapitole 3.2.5), jinde
chybi. Prace tak plsobi roztfisténé. Navic jsou nékteré ,principy” poddny stylem popisu pro laickbu
verejnost, napf. PCR: ,Jednd se o rychlou a snadnou metodu, kterd slouzi k namnozeni DNA za pomoci
replikace nukleovych kyselin. Mista pro namnozeni jsou ohrani¢ena na zac¢atku a na konci tzv. primery.”
Samotny princip, jak dochazi k namnozeni, chybi.

5. Vnékterych &astech materiall a metod jsou pouZity indexy (H,0), jinde ne — opét to pusobi znacné
roztristéné.

6. Jazyk. Bohuzel jazyk je hlavnim kamenem Urazu. Prace je v ¢eské jazyku, ovsem v nékterych castech se
neda hovofit o tom, Ze by byla napsand &esky. Toto je obzvlasté patrné v Gvodu, kde se zda, ze nékde
autor kopiroval strojové pfelozené véty bez jakékoli Upravy. Po cely tvod jsem se nemohl zbavit dojmu, ze
¢tu verzi PRED jakoukoli jazykovou a stylistickou kontrolou. Napf. véta: ,Komplex Numlp — Dnmlvp"'—
Mdm36 spolu s aktinem (obr. 4), kde aktinové filamenty transportuje tento komplex do mitochondrieﬁée
ukazalo jako dudleZitym ¢lankem pro Dnmlp zprostiedkované rozdéleni mitochondrie (Roux et al., 2006;
Boldogh et al., 2006).“

T

3 uvedeno: ,Zajimavosti je, ze v ramci Kinetoplastid doslo ke ztraté RNAi drahy u druhu Trypanosoma



vivax a Leishmania major (Lye et al., 2010).“ V celém clanku je T. vivax uvedena jen jednou, zjevné jde o
zaménu za T. cruzi. Podobnych nepresnosti Ci zcela zjevné nespravnych tvrzeni (napf.: ,Vzhledem k
absenci mitochondridlniho dychani u BF stadia je mitochondrie jednoducha redukovana tubularni

struktura postradajici kristy.”) je v praci cela rada, viz. pfiloha.

Vzhledem k frekvenci vyskytu a celkovému mnozstvi formalnich a faktickych nedostatkd, obzvlasté bodu 6
a 7, se neodbytné nabizi otazka, jak mohla prace v takovém stavu dostat od Skolitele pozehnani k odevzdani.

Osobné doporucuji celou praci pred zvefejnénim prepracovat pfinejmensim na zakladé poznamek v priloze.

Samotnd experimentalni cast, popis dosazenych vysledki a jejich interpretace odpovidd narokim
kladenym na bakaldrskou préci. K této ¢asti mam nasledujici poznamky a dotazy:

1. Vpraci je dvakrat uvedena metoda syntézy cDNA (kapitoly 3.1.1 a 3.5.3). Ackoli je na zacatku kapitoly
3.5.3 odkaz na ,stejny program jako v 3.1.1“, niZe v textu je uveden program odlisny. Kap. 3.1.1 popisuje
standardni PCR program, kdezto kapitola 3.5.3 popisuje syntézu cDNA hodinu pfi 50 stupnich. Muze tedy
autor uvést, ktery program se pouzil k éemu a pro¢?

2. Vkapitole 3.4.6 (radioaktivni znaceni u Northernové analyzy) autor uvadi, Ze signdl detekuje pomoci X-ray.
MuzZe vysvétlit, co tim presné mysli, kdyz v nasledujici sekci uvadi, Ze , Dalsi den byly vyvolany vysledky
na pristroji Typhoon Phosphoimager (Amersham).”

3. Ve vysledcich vénujicich se fylogenetické analyze autor uvadi, Ze pro zarazeni sekvence do analyzy
,homologie musela mit hodnotu nejméné E=2e-10". Mlze vysvétlit, o jakou hodnotu jde? Mimochodem
metodika pro fylogenetickou analyzu v materialech a metodach zcela chybi.

4. Na strané 31 uvadi autor sekvenci genu pro TbFisl véetné 5‘ a 3-UTR. Zatimco na predchozi strané jsou
ukdzana sprdvnd schémata (obr. 13B), samotna sekvence je vyznacena Spatné. i) Maji odlisné velikosti od
popsanych, zfejmé z divodu zahrnuti sekvence klonovaciho vektoru; ii) Zatimco 3-UTR by méla koncit
polyA sekvenci, v praci naopak touto sekvenci zac¢ina a pokracuje pravé klonovacim vektorem. Doporucuji
prepracovat.

5. Na obr. 17, str. 33, kapitola o pripravé RNAi konstruktu, je uvedeno, Ze vysledny prouzek po restrikcni
reakci ma ocekavanou velikost 250 bp. Pfi porovnani s pfedchozim obrazkem (16, str. 32) je zjevné, ze
pokud byl pouzit stejny velikostni standard, je prouzek na obr. 17 vétsi. MazZe autor uvést, jaké standardy
a od které firmy byly pro jednotlivé gely pouZity? Pozn.: restrikéni misto pro EcoRl je i v sekvenci
oznacené jako klonovany fragment v sekvenci na str. 31.

6. Na str. 34 popisuje autor dot blot a z néj odvozuje silu a specificitu proby. Co by pfinesla modifikace

experimentu, kdy by se namisto PCR produktu kapala na membranu celkova RNA?
Vzhledem k vyhradam navrhuji znamku 3 a zddam komisi o posouzeni moznosti praci prepracovat.

V Ceskych Budéjovicich 14.01.2014
RNDr. Zdenék Verner, Ph. D.
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