Oponentsky posudek diplomové prace Ondreje Brzoné ,,Analyza regula¢nich oblasti gentii v genomu
oxymonady Monocercomonoides*

Diplomova prace byla vypracovdna na Katedfe parazitologie Univerzity Karlovy pod vedenim doc.
Vladimira Hampla. Cilem préace byla zejména bioinformaticka analyza a charakterizace konzervovanych motivti
v pravdépodobnych promotorovych oblastech vyse zminéné oxymonady nasledovana bioinformatickou analyzou
5’'neptekladanych oblasti na transkriptech Monocercomonoides sp. PA203 a anotaci zékladnich transkripénich
faktorl a faktori podilejicich se na iniciaci translace v genomu Monocercomonoides sp. PA203. Experimentalni
¢ast této diplomové prace byla zastoupena pokusem o presnou charakterizaci 5S"UTR oblasti mRNA pomoci
5'RACE postupii a purifikaci transkripénich faktora Monocercomonoides sp. PA203 a Trichomonas vaginalis
G3.

Prace je klasicky clen¢éna na Cesky a anglicky psany abstrakt vcetné klicovych slov, kratky tvod,
literarni piehled, seznam pouzitych metodik a materialu, vysledky, diskuzi, zavér a seznam pouzitych citaci.
Vcelku nepiijemnym nedostatkem je dle mne naprosta absence seznamu zkratek.

Literarni ptehled (obsahové na 17 stranach, pfi¢emz prazdné piechody mezi kapitolami tvoii strany dve)
je veelku prehledny, dobie pochopitelny a prokazuje autorovu dobrou orientaci v dané problematice. Nicméné je
zde na skodu pfilisny ,,zabér* diplomové prace. Jsem si totiz jist, Ze se na 15ti stranach textu neda dopodrobna
faktorech a oxymonadach, coz logicky vede obCasnému uvadéni témét ucebnicovych znalosti a na mdj vkus
k naduzivani ptehledovych ¢lankd, které nejsou také nijak oznaceny. Vyjadifovani autora je vétSinou logické a
srozumitelné, umoznuje bez problému sledovat text. Obcas se vyskytuji drobné jazykové neobratnosti (Cepicka z
7-methylguanosinu, na genu x u genu). V celé diplomové praci se vyskytuje pouze minimum pieklepd, o néco
malo vice anglikanismt (napt. UTRs, bandy, forkhead). Dle mého nazoru by u nékterych pasazi nebylo na skodu
citovat aktualngjsi ¢lanky (to se tyka napft. kapitoly o TATA boxu a konkrétné citace Suzuki et al., 2001).
K literarnimu ivodu mam nésledujici dotazy:

1/ Kolik purint (a z toho kolik adenintt) se obvykle vyskytuje v promotorech G. intestinalis (strana 5)?
2/ Muze jeden nukleotid fungovat jako funkéni 5"UTR in vivo (strana 11)?

Kapitola material a metody (na 14stranach) je op€t napsana vcelku dobfe a srozumitelné a prokazuje, ze
autor ovlada dostatecné mnozstvi metodik. Nicméné by asi bylo vhodnéjsi 1épe specifikovat vstupni mnozstvi
materialu do jednotlivych postupt (izolace gDNA, izolace RNA, syntéta cDNA, PCR, 5'RACE apod.), vlastné
pro vétsinu zde uvedenych postuptl. K této kapitole mam nasledujici pfipominky ¢i dotazy:

1/ Bylo by velmi vhodné pouzit pfesnou teplotu nasednuti pro dany kazdy primert.
2/ Co to znamena 100% LB médium (strana 27)?
3/ Jaky typ Coomassie Brilliant Blue jste pouzili (strana 31)?

Ve vlastni experimentalni praci (na 17stranach) autor podava vcelku zajimavy nahled na prevazné
bioinformatickou analyzu regula¢nich oblasti Monocercomonoides sp. PA203 a ¢aste¢né také G. intestinalis a T.
vaginalis. Autor nalezl nékolik signifikantnich konzervovanych motivii v promotorovych oblastech, které se
pravdépodobné velkou mérou podileji na iniciaci transkripce, analyzoval obé neptekladané oblasti jak z hlediska
Piesnost anotace 5"UTR in silico se poté autor pokusil ovéfit experimentalné pomoci metody 5" RACE, nicméné
s nepiili§ presvédcivym vysledkem. A stejné nepresvédcive dopadl bohuzel také pokus o purifikace
transkrip¢nich faktorti. K experimentalni ¢asti této diplomové prace mam nasledujici otazky:

1/ P1ili§ nechépu rozdéleni cDNA / kodujici oblasti / geny (Tabulka €. 4, strana 39). Navic v celé praci, dle mého
nazoru, nakladate velmi voln€ a nejednoznacné s pojmem gen.

2/ Pro¢ nebyla upravena analyza délkové distribuce 5° UTR pro Trichomonas vaginalis, Babesia bovis,

Cryptosporidium muris a Tetrahymena thermophila (Graf 6, 8, 9, 10)? Diky pfitomnosti delSich 5"UTR mohlo

dle mne dojit k ovlivnéni analyzy dat.

3/ Jakym zptsobem jste pfipravovali cDNA pro 5'RACE metodu s vyuzitim 5'/3' RACE Kit, 2nd Generation

(Roche)?

4/ Jak si vysvétlujete pfitomnost netemplatovych nukleotidii v Alignment ¢. 3 (strana 45)?

5/ Jak je mozné, Ze je G. intestinalis schopna existovat s tak minimalni sumou transkrip¢nich faktora (strana 46)?



Diskuze (na Sstranach) je napsana vécné, sohledem na dosazené vysledky, které jsou dostatecné
konfrontovany s odbornou literaturou. Pfili§ zde nerozumim konstatovani, ze ,,Domnivame se, ze v datasetu
automaticky anotovanych genti se nepfesné genové modely, popiipad¢ Spatné pfifazené anotace, vyskytuji v
mens$i mife. Nejpresnejsi hodnota pravdépodobné pochazi z datasetu manualné anotovanych gent, kde jsou
zkontrolovany a popftipade upraveny hranice mezi kddujici a nekddujici oblasti.“ (strana 53).

Diplomova prace obsahuje 123 relevantnich citaci.

Navzdory vSem uvedenym piipominkam prace Ondfeje Brzoné spliuje pozadavky kladené na praci
diplomovou, a proto ji doporucuji k obhajobe¢.
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