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Predlozena diplomova prace se zabyva mechanismem post-transkripéniho a
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transkripcniho umlcovani genu v tabaku a vztahy, ktere vedou k prechodu

mezi témito jevy.

Prace je pomérné rozsahlda (vcetné seznamu pouzité literatury 124 stran

textu), le€ je prehledné razend a poutavé napsana.

Hlavnimi cili prace, tak jak definovany v Uvodni ¢asti jsou

1) otestovat systém na cilené spusténi posttranskripéniho umlicovani
v bunikach BY-2 pridavkem vnéjsiho chemického induktoru

2) pripravit systém pro sledovani prechodu postranskripéniho ne
transkripcni umlcovani

3) izolaci gend RNA-dependentni-RNA polymerdzy 6 z linie tabaku BY-2 a
jejich pouziti pro ptipravu konstruktd na jeji overexpresi respektive
umliceni.

Teoreticka cast prace cCtivou, prehlednou a i laikovi srozumitelnou formou
shrnuje aktudlni poznatky o RNA interferenci a ukazuje na dobrou orientaci
autora v dané problematice.

Rovnéz velmi peclivé je zpracovana cast vénovana pouzité metodice.
Povazuji za dlleZité predevs$im zdlraznit $ifi pouZitych metodik a jejich
rutinni dobré zvladnuti studentem. Toto rozhodné neni samozrfejmosti a
svéddi o studentové zdjmu o véc a jisté i o mimoradném case a usili, které
jejich zvladnuti vénoval. V tomto oddile bych povazoval za vhodné pouze
doplnit n&kolik drobnych detaill:

- v oddéleni 3.3.3 by bylo vhodné jesté doplnit zda byly pouzity kyvety

se vzdalenosti elektrod 1 nebo 2 mm,



- v oddéleni 3.4.3 by bylo vhodné doplnit i vyrobce pouzité Taq
polymeradzy. Skute¢né byla pouzita tato polymeraza i pro izolaci genu
RDR 6? NemdiZe to pfispivat k autorem pozorovanému malému
vytézku PCR produktu?

- v oddéleni 3.5.1 je pomérné detailnd popsdn zplsob ziskavani
kvantitativnich Udaji o fluorescenci kalusG. Vzhledem k tomu, Ze je
tato metoda pomérné& dllezitd pro ziskani zpracovdvanych dat,
zajimalo by mne zda byla b&hem méFfeni né&jakym zplsobem
kontrolovana teplota a jaké mohou mit zmeény teploty vliv na GFP
fluorescenci zivych bunék? Dale by mne zajimalo, zda pouzity Siroky
emisni filtr (495-600 nm) nemdZe mit vliv na vyhodnoceni GFP
fluorescence, naptiklad v ptipadé kalusU s ,narezlou barvou®".

Kapitola ,Vysledky" je pfehledn& ¢&lenéna dle dil¢ich cild. Nejrozsahlejsi
prvni ¢ast se tykad elegantnich experimentl, ve kterych byly do linie BY-2
stabilné exprimujici GFP vlozeny dalsSi konstrukty, které maji po pridani
chemického induktoru vyvolat produkci dvouvlaknové RNA namirené proti
homolognimu genu GFP. Diplomant béhem prace vytvofil zajimavy
systém, ktery umoznuje kvantifikovat vznik a rozvoj umlcovaciho signalu a
ziskal pomérné zajimava data. Za dlleZité rovnéZ povaZzuji, ze se diplomant
dobre vyporadal neocekavanymi vysledky (aktivita GFP-IR konstruktu i ve
Lvypnutém" stavu) a rovnéz, ze do své experimentalni prace dodatecné
zahrnul mnoho kontrolnich experimentd (oddil 4.1.4). Rovné&Z ocefiuji
spravné pouziti statistickych metod u nenormalné rozdélenych velicin.

V dalsi &asti se popisuje pFiprava konstruktl obsahujicich dva fluorescenéni
proteiny (GFP a mCherry) kontrolované stejnym 35S promotorem, pricemz
v nasledujicich pokusech je GFP cilem indukovaného PTGS, zatimco
mCherry nikoliv. V posledni ¢asti se popisuje izolace genu rdr6 z A.thaliana
a priprava konstruktd na jeho umléeni ptipadné overexpresi.

K vysledkdm mam pouze nasledujici drobné pripominky:

ve verzi kterou jsem mél dispozici zirejmé doslo ke ztraté propojeni
textu s grafy, jde o strany 58 a 59 kde se vyskytuje text “ (Chyba:
zdroj odkazu nenalezen..,)

vysledky obsahuji vét&i pocet obrézkt DNA gell, kde byl jako marker
zrejmé pouzit Zebrik z obrazku 3.7. Uvital bych, kdyby alespon
velikosti hlavnich markerd (1, 3 a 6 kB) byly na obrdzku &iselné
oznadeny pro ty ¢tendre, ktefi pouzivaji marker jinych parametrd.

v Casti pojednavajici o konstruktech pro sledovani prechodu PTGS do
transkripéniho umlCovani bych uvital explicitni vysvétleni pracovnich
nazvl konstruktd - IL-DP / SP . Jde zifejmé o single promoter/double
promoter verze. IL =?. Citelnost a srozumitelnost textu by se timto
drobnym rozsifenim vyrazné zlepsila.



diplomant béhem své prace narazil na problém s amplifikaci genu
RDR6 z genomové DNA Arabidopsis thaliana. Zajimalo by mne, zda
pouzil i cDNA a pripadné zda je pritomnost intronu v genu rdr6
vyhodnd/nevyhodna pro zamyslené pouziti.

... P4ty a sedmi den kultivace....!! (strana 67 dole)

V zavérecnych Castech prace (Diskuse; Zavéry) diplomant zasazuje ziskané
vysledky do kontextu publikované literatury a formuluje vlastni zavéry a
zdméry, jakym zplsobem ziskané vysledky doplnit a jak nejlépe vyuZit
ziskané indikatorové linie pro sledovani prib&hu pFechodu PTGS do
transkripéniho umicovani.

Celkové na mne predklddana prace plsobi velmi dobrym dojmem, student
byl schopen nejen dobre zvldadnout znamé metody a pomérné solidné
verifikovat novou metodiku testovani ucinnosti umliCovaciho signalu, ale i
se vyrovnat s neCekanymi a potizemi a prekvapivymi vysledky. Rovnéz
povazuji za vhodné pripomenout velké mnoZstvi konstruktl, které byly
beéhem prace pfipraveny a které zfejmé budou vyuzity k dalSi praci. Praci
Bc Vojtécha Cermaka doporucuji ji k obhajobé s hodnocenim vynikajici.
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