V Praze dne 15.9. 2009

Oponentsky posudek na Diplomovou praci Bc. Jana Pyriha: ,,Uml¢ovani genl u Giardia
intestinalis”

Skolitelem préce byl Prof. Jan Tachezy, Ph.D.

Diplomové prace Bc. Jana Pyriha je dobra. Na 119 stranach je 7 kapitol a pouZita literatura. V dvodu
autor uvadf literdrni p¥ehled vysledk( a hypotéz na poli reverzni genetiky u vybranych parazitickych
prvki, které jsou zaméfeny na cilené umlCovani gent. V Gvodu zmifiuje mechanismy indukce,
rekombinace a RNA silencingu, ktery je v cilovych burikdch spoustén v zasadé Ctyfmi odliSnymi zplsoby:
(i) RNAI, (ii) antisense RNA (iii) antisense RNA s ti¢asti ribozymu a (iv) syntetickymi antisense
oligonukleotidy. Nasleduje vycet technik uml¢ovéni genl u jednotlivych zkoumanych parazickych
prvokii: Trypanosoma brucei, Leshmania a T. cruzi, Plasmodium falciparum, Toxoplasma gondii, Giardia
intesinalis a Entamoeba histolytica a Trichomonas vaginalis. Pfehled praci je vyCerpavajici s dGrazem na
podstatné detaily (v malém mnoZstvii ne tak podstatné). Autor mél praci ¢dste¢né usnadnénou existenci
nékolika pfehledngjsich review, ale presto je toto pole doposud ponékud chaotické, nebot u kaZdé
skupiny prvok se objevuje ojedinély zplsob genetickych pfistupl a v mnoha pripadech prace také
postradaji systematicky metodicky vzorec (chybi potfebné kontroly, kvantifikace, autofi nezjistuji
hladinu proteinu ale pfimo fenotyp apod.), tak jak to zndme napffklad ze sav&ich a kvasinkovych

’ vz

systémi. BohuZel tato nesystematiénost se do jisté miry odrdzf i ve vlastni experimentalni ¢asti této

vevs

zkoumanfi funkce nezndmého genu, jeho? je uml&ovéni gent jen jednou z mnoha moZnosti (overexprese,
dominantné negativni inhibice, heterologni exprese apod.....). Literdrni prehled obsahuje uZite¢né
ilustrace, které v3ak ne vzdy jsou itelné na 100%. Také se objevuje par nestastnych formulaci jako napf.
Leukaryontni” namisto eukaryotické. Cestina je svazovéna prejatou anglickou terminologii, pFesto by ale
mél autor volit jednotnou formu védeckého vyrazu po celém rozsahu prace (objevuji se formy

v uvozovkach a bez nich)

Otazky k tvodu:

1. Jakd je funkce antisense RNA u G.intestinalis, jestlize tvofi 20% celkového obsahu RNA? Jak se dd
specificky detekovat pfirozena antisense RNA?

2. Objevujf se terminy transfekce a transformace, jaky je v nich rozdil?

3. Leshania braz:ﬁensisje jedinym dosud zndmym zastupcem leishmanif, u néhoZ byly objeveny
homology pro dicer a argonaut, je k tomu n&jaky divod, nebo se jedna spiSe o evolulni h¥icku?



Metodické &ast je vy&erpévajici a podrobnd. Popisuje jak pouZité vektory tak postupy pro manipulaci
s rekombinantnimi konstrukty i bunéénymi kulturami.

Vysledky diplomové préce jsou &lenény podle vyuZiti danych vektord, do kterych autor vklédal jednotlivé
Useky pro tvorbu antisense RNA, Cilem prace bylo uml&et tvorbu t¥i kli¢ovych mitosomainich proteinG
IscU, IscS a glutaredoxinu. V zavére&né &asti kapitoly autor jako prvni testuje techniku syntetickych
morfolinovych nukleotid pro uml€ovéni genli v G. intestinalis. Cile prace byly velmi ambiciézni a

v pfipadé tsp&chu by znamenaly znaény priilom ve studiu funkce redukovanych mitochondrii u G.
intestinalis, budiZ tomu chvala. Odvracenou tva¥{ projektu je pak znaéné experimentalnf sloZitost, kterd
by zaslouZila pozornost celého védeckého tymu. Kombinace technicky a intelektudlné sloZitého
problému vétinu studentd frustrujici a nékdy i smrtici. Autor svilj experimmnetdin{ souboj s antisense
RNA u G. intestinalis sice prohrél, ale prezil s dctou!

Pfi testovanf jednotlivych konstruktd autor povétsinou testuje hladiny mRNA a antisenseRNA pomoci
real-time PCR (to viak napt. chybf pro plasmid pINDG). Pomoci specifickych western blot{l je zkoumdna
hladina cfleného proteinu, ktera se bohuZel nesnfZila ani v jednom z pfipadi. Pro tyto pokusy jsou viak
tfeba vidy nezbytné nanaseci kontroly, které koriguji nepfesnost pipetovani. Tyto autor v préci
opominul. DiimysInym zp@isobem autor odli3uje hladiny sense a antisense RNA pomocf RT PCR. Pedlivym
studiem publikované prace navic odhalil metodickou nepfesnost pfi testovani uml€ovéni kontrolniho
genu pro protein fosfatdzu 2A. V tomto jediném p¥ipadé také autor uspél s vyraznym poklesem v hladiné
cflené mRNA. Skoda jen, 7e nebyla k dispozici specifickd protilatka, kterd by ukazala i dbytek proteinu.

Jednim z testovanych konstrukt(i byla i IscU antisense RNA s vloZenym ribozymém. Ani v tomto pfipadé

véak autor nedetekoval pattiény fenotyp. Metodicky by v tomto p¥ipadé bylo v hodné testovat Gcinek
ribozymu in vitro a eliminovat tak moZznost, Ze zkonstruovany ribozym nenf aktivni.

Nezafungovala ani tvorba dsRNA, jejiz pfftomnost v bufice autor zaji$toval transkripci ze dvou vektor(

s opadnou orientaci plasmidu. Ale vytvofila se viibec buiice dsRNA nebo dsRNA nebyla aktivni? Na tyhle
otazky u? v préci zfejmé& nezbyl &as, protoZe toto téma je skutené velmi rozsahlé a autor radgji zkousel
nové postupy nez by se do detailu vénoval tfeba jen malému tiseku zkouSenych technologii.

V zavéru autor zavad{ usp&$ny protokol pro transformaci bunék G. intestinalis morfolinovymi
oligonukleotidy, co? dokumentuje fluorescenéni detekcf znacenych oligonukleotidi v Zivych burikach.
Uginek oligonukleotidi na expresi iscu vSak pozorovan nebyl.

V priib&hu prace autor vytvotil fadu konstruktd, které, byt i pfes negativni vysledky ziskané v této praci,
najdou jist& Siroké vyuZiti pro préci celé laboratofe.

Autor diskutuje ziskané vysledky s dosud publikovanymi pracemi o umléovani RNA v G. intestinalis, a to
zejména pomocf antisense RNA a antisense RNA s ribozymem. Diskutovana je nereprodukovatelnost
antisense RNA technik a mozné divody pro jejich neG&innost v této diplomové préci. Autor navrhuje
moznou roli specifické segrace mRNA do sub-bunéénych kompartmentd i moznou nevhodnost



pouZitého kmene G. intestinalis. Celkové je z prace zfejmé, Ze autor tématu velmi dobfe rozumfi a je
schopen rutiné vyuzivat metod molekuldrnf a bunécné biologie.

V citovanych zdrojich je par nepfesnosti (napf, fazeni citaci od stejného prvniho autora..), ale celkové
3kala literatury je vyCerpavajici.

PF¥es véchny vytky jsou jsem s diplomovou praci Bc. Jana Pyriha spokojen a navrhuji ji k obhajobé.

Specifické otdzky:

4.Autor navrhuje jako moZné vysvétleni netiéinnosti technik vyuzivajici antisense RNA segregaci
nativnhf mRNA do sub-bun&énych kompartmentd. Zmiriuje také vazby nékterych mRNA pro
mitochndriaini proteiny do blizklosti mitochondrii. V této souvislosti byl nedévno popsdn protein
Puf3 (Rodriguez et al., 2007), ktery zfejmé zprostiekovavé takovouto roli. Je v genomu G. ‘
intestinalis pfftomen homolog tohoto proteinu? Bylo by experimentalné moZné zacilit antisense
RNA do stejného mista jako mRNA?

5.Nedévno publikovana préce Carpernter and Cande 2009 ukazuje Gcinek morfolinovych
oligonukleotidti u G. instinalis. V ¢em je odli$nost jejich protokolu?




