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V magisterské praci pfedstavuje Jan Petrzilek koncept biosenzoru, ktery by umoznil sledovani
vznik ribonukleového komplexu AGO2 a TNRC6C. Prace predstavuje experimenty, jejich cilem
Je vytvofit embryonalni mysi kmenové builky s expresi fluorescenéné zna&enych proteind AGO2
a TNRC6C a to pomoci knock-in strategie vyuzivajici techniky CRISPR/Cas9. Navrhovany
biosenzor najde uplatnéni pti ptimém monitorovani aktivity a integrity miRNA drahy v Zivych
buiikach za podminek blizkych fyziologickym podminkam.

Hodnoceni vysledki prace z hlediska tviiréiho pfinosu
Prace si klade velmi ndrocny a ambicidzni cil, k jehoZ naplnéni p¥istupuje s vyuZitim modernich

metodickych postupl. Samotnd koncepce biosenzoru je originlni a pfedstavuje vyznamny p¥inos
pro vyzkum miRNA.

Autor prace zvladl celou fadu technik od navrhu konstruktd, ptes produkei plazmidi, kultivaci
embryondlnich kmenovych bunék a jejich transformaci a naslednou analyzu bunék.

I kdyz nedoséhl finalniho cile v podobé funkéniho biosenzoru, zvladl vyznamnou &ast teseni
tohoto komplikovaného problému a praci tak povazuji za naplnénou. Zv14itg je tfeba ocenit
zplsob, jakym se autor prace vypofadal s celou sérii objektivnich problémd. V t&chto kritickych
momentech projektu prokazal nejen trpélivost a pevnou vili, ale také potfebnou miru sebereflexe
a schopnosti konzultovat s kolegy v laboratofi vedouciho prace i mimo ni a ve finale nalézat
adekvatni feSeni.

Formalni kvalita pfedlozené prace

Prace je psana velmi dobrou angli¢tinou. Navic je napsan &tive, coZ u odbornych textd nebyva
standard ani u podstatn¢ zkusenéjsich pracovnikd. Text je logicky uspofadany, je doplnén
vhodnym obrazovym materidlem. Ani v citaci literatury, kterd byvé nékdy podcefiovana, jsem
nenasel nic, co by se dalo autorovi vytknout.

Hodnoceni éasti predkladané price

1. Literarni prehled
Autor prezentuje v literdrnim piehledu velmi komplexni néhled na problematiku malych
nekodujicich RNA. VyuZzivé k tomu plnou $ifi dostupné literatury. P¥i $irokém zabéru kladn&
hodnotim fakt, Ze autor byl schopen nastudovanou problematiku utf{dit a prezentovat ptehlednym,
logickym zplsobem s vyCerpavajicim postizenim kli¢ovych informaci na strané jedné a uvedenim
detaild, jeZ jsou bud’ zajimavé, nebo jsou vyznamné v kontextu jim fesené problematiky.

2. Cile, strategie a vyznam
Autor se neomezil na obvyklou formulaci cilt prace, které predstavuje v jasné a konkrétni
podobg, ale predstavuje i zamy§lenou strategii a v neposledni fad& i vyznam feseni tématu své
prace.



3. Material a metody
Jak uZ bylo zminéno vySe, autor zvladl Siroké spektrum metodik, které v préci jasné ale pfitom
struéné a prehledné popsal. K této ¢asti nemam pfipominky ani vyhrady.

4. Vysledky
V této ¢asti prace autor prezentuje vysledky svého Usili pfi vyvoji biosenzoru pro sledovani
vzniku ribonukleového komplexu AGO2 a TNRC6C. Navzdory peélivému studiu literatury,
pfedem pfipravené strategii a peclivé provedenym experimentiim narazil autor na fadu problému a
obtizi, které nejsou dusledkem jeho piistupu k feSené problematice, ale odrazeji naro¢nost
feSeného ukolu. V realizaci prace se tak dostal do ¢asového skluzu, ale na druhé strané prokézal
tictyhodnou schopnost nalézat feseni problému, s nimiz se setkal. V piipravé biosenzoru
vyznamné pokro¢il, kdyZz ziskal bun&éné linie s fluorescentné znalenym proteinem AGO2 a
vyznamné pokro¢il s pfipravou linii s fluorescenéné znaCenym TNRC6C.
I z hlediska vysledkil proto povazuji praci za naplnénou.

5. Diskuse
Autor v diskusi velmi objektivné a sebekriticky hodnoti nejen jim ziskané vysledky, ale i
problémy, na které narazil, jejich mozné pii€iny a zplsoby Fe3eni, které zvolil. Ackoli tyto
problémy nedovolily autorovi dokonéit vyvoj biosenzoru, povazuji pravé jeho piistup k feSeni
problémti za velmi cenny pro jeho dalsi profesionalni dréhu, at’ uz se bude ubirat jakymkoli
smérem.
Za velmi zdafilou a inspirativni povazuji i ¢ast ,,Plany do budoucna®, v které¢ autor pfedstavuje
nejen dal3i postup praci na vyvoji biosenzoru, ale ukazuje i moZnosti jeho vyuZiti a to i
v alternativnich scénafich, napt. v pfipadé€, ze dana linie bun¢k nedovoli vyuzit FRET.

Otazky na autora:

1) Rada praci popisuje vliv stresu u samcti na skladbu miRNA ve spermii a nésledny vliv
t&chto paterndlnich miRNA na fenotyp potomk (napf. Rodgers et al. J. Neurosci 33,
9003-9012, 2013; Rodgers et al. PNAS 112, 13699-13704, 2015, Gapp et al. Nature
Neuroscience 17, 667-669, 2014). Zarovei je ale zndmo, Ze se pii oocyte-to-embryo
transition vyznamné méni spektrum miRNA. Nejsou obé tvrzeni v rozporu? MiiZou se
miRNA vnesené do zygoty spermii podilet na poolu miRNA raného embrya
s aktivovanym genomem a nasledné ovliviiovat fenotyp potomka?

2) U savéiho oocytu byl popsén uz béhem meiotického zrani pfenos RNA z kumularnich
bunék do oocytu (Macaulay et al. Biol. Reprod. 91, 1-11, 2014). Jakou roli mohou
sehravat kumularni buniky pfi tvorbé€ poolu miRNA v oocytu?

3) Bude se autor nadale néjakou formou podilet na dokonéeni vyvoje biosenzoru, napt.
v ramci doktorského studia?
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