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Diplomová	
   práce	
   se	
   zabývá	
   fenoménem	
   RNA	
   interference,	
   konkrétně	
   řeší	
   otázku	
  
umlčování	
   transgenů	
  v	
  závislosti	
   na	
   struktuře	
  T-­‐DNA	
  a	
  na	
  působení	
   vnějších	
   faktorů.	
   Zadání	
  
práce	
  tak	
  plně	
  zapadá	
  do	
  rozsahu	
  aktivit	
  laboratoře	
  školitele.	
  

	
  
Práce	
   je	
   zpracována	
   velice	
   pečlivě,	
   je	
   členěna	
   standardním	
   způsobem	
   a	
   obsahuje	
  

všechny	
   nezbytné	
   kapitoly.	
   Její	
   rozsah	
   (celkem	
   95	
   stran)	
   plně	
   odpovídá	
   požadavkům	
  
kladeným	
  na	
  diplomové	
  práce.	
  

Autor	
   v	
  úvodu	
   definuje	
   cíle	
   práce,	
   kdy	
   jejím	
   hlavním	
   cílem	
   má	
   být	
   „posoudit	
   vliv	
  
vybraných	
   faktorů	
   na	
   míru	
   umlčování	
   exprese	
   transgenu	
   a	
   nalézt	
   takové	
   podmínky	
   či	
  
ošetření,	
   při	
   nichž	
   by	
   docházelo	
   k	
  rychlému	
   umlčení	
   exprese	
   transgenu	
   u	
   linií,	
   které	
   jsou	
  
k	
  umlčení	
  náchylné“.	
  Již	
  zde	
  je	
  patrná	
  značná	
  heterogenita	
  zadání,	
  neboť	
  je	
  obtížné	
  najít	
  jasný	
  
jednotící	
  prvek	
  všech	
  tří	
  popsaných	
  dílčích	
  cílů	
  (podrobněji	
  níže).	
  

Teoretická	
   část	
   práce	
   čtivou,	
   přehlednou	
   a	
   i	
   laikovi	
   srozumitelnou	
   formou	
   shrnuje	
  
aktuální	
   poznatky	
   o	
   RNA	
   interferenci	
   a	
   ukazuje	
   na	
   dobrou	
   orientaci	
   autora	
   v	
   dané	
  
problematice.	
   Zde	
   bych	
   měl	
   jedinou	
   připomínku,	
   že	
   obrázky	
   by	
   si	
   zasloužily	
   lepší	
   popisky	
  
(extrémní	
  příklad	
  –	
  Obr.	
  2.9).	
  

	
  
Sekce	
  „Materiál	
  a	
  metody“	
  je	
  rozepsána	
  poměrně	
  podrobně	
  a	
  dostatečně	
  přehledně.	
  

Zejména	
   jsem	
   ocenil	
   stručnou	
   charakteristiku	
   příslušného	
   metodického	
   postupu	
   v	
  prvním	
  
odstavci	
  každé	
  kapitoly.	
  

Připomínky	
  a	
  dotazy:	
  
• Zvolený	
  popis	
   složení	
  médií	
   nepovažuji	
   za	
   šťastný.	
  Užití	
   tabulek	
   je	
   přehledné,	
  

nicméně	
  bych	
  preferoval	
  tradiční	
  způsob	
  zápisu	
  koncentrací	
  jednotlivých	
  složek	
  
pomocí	
  molarity	
   a	
   nikoli	
   hmotnosti.	
   Skutečně	
   autor	
   vždy	
   všechny	
   složky	
  
odvažoval	
  a	
  nepoužíval	
  zásobní	
  roztoky?	
  V	
  různých	
  tabulkách	
  se	
  způsob	
  zápisu	
  
dokonce	
   liší.	
   Některé	
   informace	
   jsou	
   navíc	
   redundantně	
   uvedeny	
   v	
  tabulce	
   i	
  
v	
  textu.	
  

• Jakou	
   Taq	
   polymerázu	
   používal	
   autor	
   pro	
   PCR,	
   po	
   níž	
   následovalo	
   klonování	
  
získaného	
  fragmentu?	
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Kapitola	
   „Výsledky“	
   je	
   členěna	
   dle	
   tří	
   dílčích	
   cílů,	
   jejichž	
   popisu	
   předchází	
   popis	
  

přípravy	
  konstruktů.	
  Právě	
  tato	
  část	
  je	
  zbytečně	
  podrobná	
  a	
  spíš	
  než	
  výsledky	
  připomíná	
  sekci	
  
Materiál	
  a	
  metody.	
  Řada	
  informací	
  se	
  s	
  ní	
  také	
  překrývá.	
  

Za	
   určitý	
   nedostatek	
   je	
   nutné	
  považovat	
   také	
   vysoké	
  procento	
   neúspěšných	
  pokusů	
  
(špatně	
   zvolená	
   linie,	
   kontaminace,	
   rekonstrukce,	
   apod.),	
   což	
   ve	
   svém	
   důsledku	
   vedlo	
  
k	
  poměrně	
   malému	
   množství	
   experimentálních	
   dat.	
   Ne	
   všechny	
   formulované	
   závěry	
   tak	
  
odpovídají	
  prezentovaným	
  experimentálním	
  výsledkům.	
  

Připomínky	
  a	
  dotazy:	
  
• Proč	
   autor	
   při	
   PCR	
   klonování	
   s	
  primery	
   obsahujícími	
   adaptéry	
   s	
   restrikčními	
  

místy	
  subklonoval	
  PCR	
  produkt	
  do	
  vektoru	
  pDRIVE	
  a	
  neštěpil	
  jej	
  rovnou?	
  
• Kap.	
  4.2.2:	
  Jak	
  si	
  autor	
  vysvětluje	
  mozaikovitou	
  fluorescenci	
  kalusů?	
  Autor	
  dále	
  

uvádí,	
   že	
   normalizovaná	
   tabulka	
   4.2	
   neobsahuje	
   mozaikovité	
   a	
   sektoriální	
  
kalusy.	
  Proč?	
  Celkové	
  počty	
  kalusů	
  v	
  tabulce	
  4.1	
  navíc	
  neodpovídají,	
   jsou	
  stejné	
  
jako	
  v	
  normalizované	
  tabulce	
  4.2	
  a	
  odpovídají	
  jen	
  počtu	
  homogenních	
  kalusů.	
  

• V	
  textu	
   jsem	
  nenašel	
  odkaz	
  na	
  obrázek	
  4.9.	
   V	
  souvislosti	
   s	
  tímto	
  obrázkem	
  by	
  
bylo	
   vhodné	
   stručně	
   vysvětlit	
   lokalizaci	
   signálu	
   GFP	
   v	
  kvadrantu	
   4;	
   proč	
   byl	
  
tento	
  pozorován	
  pouze	
  v	
  jádře	
  a	
  perinukleárním	
  prostoru	
  a	
  nikoli	
  homogenně	
  
v	
  celých	
  buňkách.	
  Ne	
  každý	
  čtenář	
  je	
  seznámen	
  s	
  cytologií	
  buněčné	
  kultury	
  BY-­‐
2.	
   Pozoroval	
   autor	
   změny	
   intenzity	
   a	
   distribuce	
   GFP	
   signálu	
   v	
  buněčných	
  
kulturách	
  v	
  čase	
  během	
  jejich	
  vývoje?	
  

• Autor	
  zmiňuje,	
  že	
  použité	
  varianty	
  GFP	
  se	
   liší	
   intenzitou	
  své	
   fluorescence,	
  což	
  
činí	
   pozorovatelné	
   závěry	
   méně	
   přesvědčivými.	
   Proč	
   nepoužil	
   ke	
   kvantifikaci	
  
exprimovaných	
  bílkovin	
  protilátky,	
  jak	
  ostatně	
  sám	
  naznačuje	
  v	
  diskusi?	
  

• Kap.	
  4.4.1.1:	
  Autor	
  v	
  textu	
  zmiňuje,	
  že	
  se	
  nepodařilo	
  z	
  „jednokopiové“	
  linie	
  R28	
  
odvodit	
   linii	
   s	
  obnovenou	
   expresí	
   RS-­‐GFP	
   náchylnou	
   k	
  umlčování,	
   a	
   proto	
   pro	
  
své	
  pokusy	
  použil	
   linii	
  R17/33,	
   jejíž	
  genom	
  měl	
  obsahovat	
  šest	
  kopií	
  transgenu,	
  
každou	
   pravděpodobně	
   v	
  jiném	
   kontextu	
   okolních	
   sekvencí.	
   Autor	
   v	
  diskusi	
  
správně	
   uvádí,	
   že	
   tato	
   skutečnost	
   znemožnila	
   plánované	
   analýzy	
  metylace	
   T-­‐
DNA.	
  Mě	
  by	
  navíc	
  zajímalo,	
  jak	
  je	
  v	
  takové	
  situaci	
  možné	
  interpretovat	
  výsledky	
  
prezentovaných	
   pokusů.	
   Není	
   možné,	
   že	
   by	
   jednotlivé	
   kopie	
   transgenu	
  
lokalizované	
   v	
  genomu	
   v	
  různém	
   kontextu	
   mohly	
   být	
   umlčovány	
   s	
  různou	
  
intenzitou,	
  pokud	
  vůbec?	
  

	
  
Podobně	
   jako	
  výsledky,	
   i	
   „Diskuse“	
   je	
  členěna	
  dle	
  dílčích	
  cílů,	
  které	
   jsou	
  diskutovány	
  

odděleně.	
   Totéž	
   je	
   možné	
   říci	
   i	
   o	
   poslední	
   kapitole	
   „Závěry“,	
   což	
   opět	
   ukazuje	
   na	
   určitou	
  
tematickou	
   roztříštěnost	
   a	
   absenci	
   jasného	
   jednotícího	
   prvku	
   práce.	
   Kapitola	
   Diskuse	
   navíc	
  
obsahuje	
   omezené	
   množství	
   citací,	
   jednotlivé	
   výsledky	
   jsou	
   diskutovány	
   zejména	
  
s	
  autorovými	
   vlastními	
   názory	
   a	
   hypotézami	
   a	
   výrazně	
  méně	
   pak	
   v	
  kontextu	
   publikovaných	
  
prací.	
  Skutečně	
  takové	
  práce	
  neexistují?	
  	
  

Připomínky	
  a	
  dotazy:	
  
• Autor	
   v	
  kap.	
   5.1	
   uvádí,	
   že	
   exprese	
   transgenů	
   je	
   mimo	
   charakteru	
   T-­‐DNA	
  

ovlivňována	
   i	
   místem	
   začlenění	
   transgenu	
   a	
   počtem	
   jeho	
   vnesených	
   kopií.	
  
Uspořádání	
  pokusu,	
  kdy	
  byl	
  hodnocen	
  vysoký	
  počet	
  nezávislých	
  linií,	
  pak	
  mělo	
  
vést	
  k	
  eliminaci	
  vlivu	
  dvou	
  posledně	
  jmenovaných	
  faktorů.	
  Autor	
  dále	
  v	
  kap.	
  6.i	
  
píše,	
  že	
  se	
  tak	
  podařilo	
  prokázat,	
  že	
  míra	
  umlčování	
  transgenu	
  GFP	
  je	
  závislá	
  na	
  
jeho	
  nukleotidové	
  sekvenci.	
  Souhlasím	
  s	
  názorem,	
  že	
  místo	
   integrace	
  T-­‐DNA	
  a	
  
počet	
  kopií	
  transgenu	
  jsou	
  klíčové	
  faktory	
  ovlivňující	
  míru	
  jeho	
  umlčování.	
  Podle	
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mého	
   názoru	
   by	
   však	
   právě	
   použití	
   velkého	
   množství	
   nezávislých	
  
transformantů	
   s	
  T-­‐DNA	
   náhodně	
   začleněnou	
   v	
  různém	
   počtu	
   kopií	
   v	
  různém	
  
kontextu	
   okolních	
   sekvencí	
   mohlo	
   být	
   důvodem,	
   proč	
   byly	
   pozorovány	
   tak	
  
malé	
   rozdíly	
   (byť	
   v	
  jednom	
   případě	
   byl	
   rozdíl	
   vyhodnocen	
   jako	
   statisticky	
  
významný)	
   mezi	
   jednotlivými	
   variantami	
   (zde	
   navíc	
   neberu	
   v	
  potaz	
   rozdílnou	
  
intenzitu	
   fluorescence	
   eGFP	
   a	
   RS-­‐GFP).	
   Troufl	
   by	
   si	
   autor	
   v	
  této	
   souvislosti	
  
vyslovit	
   domněnku,	
   jaký	
   výsledek	
   by	
   očekával,	
   kdyby	
   místo	
   transgenu,	
   jehož	
  
exprese	
   metabolismus	
   transformované	
   buňky	
   pravděpodobně	
   výrazně	
  
neovlivnila,	
  použil	
  transgen,	
  jehož	
  aktivita	
  by	
  cílové	
  buňce	
  mohla	
  např.	
  škodit?	
  

• Je	
  povzbudivé,	
  že	
  autor	
  sám	
  v	
  diskusi	
  poukázal	
  na	
  skutečnost,	
  že	
  při	
  pokusech	
  
opomněl	
  použít	
  negativní	
  kontrolu	
  (str.	
  84)	
  

	
  
Citace	
  jsou	
  zpracovány	
  pečlivě	
  a	
  zodpovědně;	
  v	
  celé	
  práci	
  je	
  dodržován	
  jejich	
  jednotný	
  

formát.	
  Také	
  počet	
  odpovídá	
  rozsahu	
  práce.	
  Náhodou	
   jsem	
  objevil	
  pouze	
   jednu	
  citaci,	
  která	
  
byla	
  uvedena	
  v	
  textu	
  a	
  nikoli	
  v	
  seznamu	
  použité	
  literatury	
  (Napoli	
  et	
  al.	
  1990).	
  Překlepy	
  jsou	
  v	
  
textu	
  poměrně	
  vzácné	
  a	
  hrubé	
  gramatické	
  chyby	
   se	
   téměř	
  nevyskytují.	
  Autor	
   se	
   také	
  až	
  na	
  
nečetné	
  výjimky	
  (špunty	
  –	
  str.	
  32,	
  focení	
  –	
  str.	
  53)	
  vyvaroval	
  užívání	
  nespisovných	
  slov.	
  Proto	
  
mohu	
  z	
  formálního	
  hlediska	
  celkově	
  hodnotit	
  práci	
  velice	
  dobře.	
  

	
  
Jsem	
   přesvědčen,	
   že	
   pozitivní	
   aspekty	
   diplomové	
   práce	
   převažují	
   nad	
   jejími	
  

nedostatky,	
  a	
  proto	
  práci	
  celkově	
  hodnotím	
  kladně	
  a	
  doporučuji	
  ji	
  k	
  obhajobě.	
  
	
  
Práci	
  navrhuji	
  ohodnotit	
  známkou	
  velmi	
  dobrá.	
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  Honys,	
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