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Diplomova prace se zabyva fenoménem RNA interference, konkrétné resi otdzku
umlcovani transgent v zavislosti na strukture T-DNA a na pusobeni vnéjsich faktorG. Zadani
prace tak plné zapada do rozsahu aktivit laboratore Skolitele.

Prace je zpracovana velice peclivé, je ¢lenéna standardnim zplsobem a obsahuje
vSechny nezbytné kapitoly. Jeji rozsah (celkem 95 stran) plné odpovidd pozadavkdm
kladenym na diplomové prace.

Autor vuvodu definuje cile prace, kdy jejim hlavnim cilem ma byt ,,posoudit vliv
vybranych faktorli na miru umlcovani exprese transgenu a nalézt takové podminky Cdi
oSetreni, pri nichz by dochdazelo krychlému umlleni exprese transgenu u linii, které jsou
k umlceni nachylné®. Jiz zde je patrna znacna heterogenita zadani, nebot’ je obtizné najit jasny
jednotici prvek vsech tfi popsanych dilcich cilt (podrobnéji nize).

Teoreticka c¢ast prace Ctivou, prehlednou a i laikovi srozumitelnou formou shrnuje
aktudlni poznatky o RNA interferenci a ukazuje na dobrou orientaci autora v dané
problematice. Zde bych mél jedinou pripominku, Ze obrazky by si zaslouzily lepsi popisky
(extrémni priklad — Obr. 2.9).

Sekce ,,Material a metody‘ je rozepsdna pomérné podrobné a dostatecné prehledné.
Zejména jsem ocenil stru¢nou charakteristiku prislusného metodického postupu v prvnim
odstavci kazdé kapitoly.

Pripominky a dotazy:

* Zvoleny popis sloZzeni médii nepovazuji za stastny. Uziti tabulek je prehledné,
nicméné bych preferoval tradi¢ni zplsob zapisu koncentraci jednotlivych slozek
pomoci molarity a nikoli hmotnosti. Skutecné autor vidy vsechny slozky
odvazoval a nepouzival zdsobni roztoky? V rlznych tabulkdch se zplsob zdapisu
dokonce liSi. Nékteré informace jsou navic redundantné uvedeny v tabulce i
v textu.

* Jakou Taq polymerdzu pouzival autor pro PCR, po niz nasledovalo klonovani
ziskaného fragmentu?
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Kapitola ,,Vysledky* je clenéna dle tfi dilcich cil(l, jejichz popisu predchazi popis
pripravy konstrukt(. Praveé tato ¢ast je zbytecné podrobna a spisS nez vysledky pripomina sekci
Material a metody. Rada informaci se s ni také prekryva.

Za urdcity nedostatek je nutné povazovat také vysoké procento netspésnych pokust
(Spatné zvolend linie, kontaminace, rekonstrukce, apod.), coz ve svém dusledku vedlo
k pomérné malému mnozZstvi experimentalnich dat. Ne vSechny formulované zavéry tak
odpovidaji prezentovanym experimentalnim vysledkdm.

Pripominky a dotazy:

* Proc autor pri PCR klonovani s primery obsahujicimi adaptéry s restrikénimi

* Kap. 4.2.2: Jak si autor vysvétluje mozaikovitou fluorescenci kalus(? Autor dale
uvadi, Ze normalizovana tabulka 4.2 neobsahuje mozaikovité a sektoridlni
kalusy. Pro¢? Celkové pocty kalust v tabulce 4.1 navic neodpovidaji, jsou stejné
jako v normalizované tabulce 4.2 a odpovidaji jen po¢tu homogennich kalusu.

* Vtextu jsem nenasel odkaz na obrazek 4.9. V souvislosti s timto obrazkem by
bylo vhodné stru¢né vysvétlit lokalizaci signalu GFP v kvadrantu 4; pro¢ byl
tento pozorovdan pouze v jadre a perinukledrnim prostoru a nikoli homogenné
v celych burikach. Ne kazdy ¢tendr je seznamen s cytologii bunécné kultury BY-
2. Pozoroval autor zmény intenzity a distribuce GFP signdlu v bunéénych
kulturach v ¢ase béhem jejich vyvoje?

* Autor zminuje, Ze pouzité varianty GFP se lisi intenzitou své fluorescence, coz
¢ini pozorovatelné zavéry méné presvédcivymi. Pro¢ nepouzil ke kvantifikaci
exprimovanych bilkovin protilatky, jak ostatné sam naznacuje v diskusi?

* Kap. 4.4.1.1: Autor v textu zmiriuje, Ze se nepodafilo z ,,jednokopiové‘ linie R28
odvodit linii s obnovenou expresi RS-GFP nachylnou k uml¢ovani, a proto pro
své pokusy pouZil linii R17/33, jejiz genom mél obsahovat Sest kopii transgenu,
kazdou pravdépodobné v jinédm kontextu okolnich sekvenci. Autor v diskusi
spravné uvadi, Ze tato skutecnost znemoznila planované analyzy metylace T-
DNA. Mé& by navic zajimalo, jak je v takové situaci mozné interpretovat vysledky
prezentovanych pokusd. Neni mozné, Ze by jednotlivé kopie transgenu
lokalizované v genomu v rGzném kontextu mohly byt umlcovany s rdznou
intenzitou, pokud vibec?

Podobné jako vysledky, i ,,Diskuse je clenéna dle dil¢ich cild, které jsou diskutovany
oddélené. Totéz je mozné Fici i o posledni kapitole ,,Zavéry*, coz opét ukazuje na urcitou
tematickou roztriSténost a absenci jasného jednoticiho prvku prace. Kapitola Diskuse navic
obsahuje omezené mnozstvi citaci, jednotlivé vysledky jsou diskutovany zejména
s autorovymi vlastnimi nazory a hypotézami a vyrazné méné pak v kontextu publikovanych
praci. Skute¢né takové prace neexistuiji?

Pripominky a dotazy:

* Autor vkap. 5.1 uvadi, Ze exprese transgenll je mimo charakteru T-DNA
ovliviiovana i mistem zaclenéni transgenu a poctem jeho vnesenych kopii.
Usporadani pokusu, kdy byl hodnocen vysoky pocet nezdvislych linii, pak mélo
vést k eliminaci vlivu dvou posledné jmenovanych faktor(. Autor déle v kap. 6.i
piSe, Ze se tak podafilo prokdazat, Ze mira uml¢ovani transgenu GFP je zavisla na
jeho nukleotidové sekvenci. Souhlasim s ndzorem, Ze misto integrace T-DNA a
pocet kopii transgenu jsou klicové faktory ovliviiujici miru jeho uml¢ovani. Podle
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mého ndzoru by vSak pravé pouZiti velkého mnoZstvi nezavislych
transformantd s T-DNA ndhodné zaclenénou v rizném poctu kopii v rdzném
kontextu okolnich sekvenci mohlo byt divodem, pro¢ byly pozorovdny tak
malé rozdily (byt vjednom pripadé byl rozdil vyhodnocen jako statisticky
vyznamny) mezi jednotlivymi variantami (zde navic neberu v potaz rozdilnou
intenzitu fluorescence eGFP a RS-GFP). Troufl by si autor vtéto souvislosti
vyslovit domnénku, jaky vysledek by ocekaval, kdyby misto transgenu, jehoz
exprese metabolismus transformované buriky pravdépodobné vyrazné
neovlivnila, pouzil transgen, jehoz aktivita by cilové burice mohla napr. skodit?
Je povzbudivé, Ze autor sam v diskusi poukazal na skutecnost, Ze pri pokusech
opomnél pouzit negativni kontrolu (str. 84)

Citace jsou zpracovany peclivé a zodpovédné; v celé praci je dodrzovan jejich jednotny

format. Také pocet odpovida rozsahu prace. Nahodou jsem objevil pouze jednu citaci, kterd
byla uvedena v textu a nikoli v seznamu pouZité literatury (Napoli et al. 1990). Preklepy jsou v
textu pomérné vzacné a hrubé gramatické chyby se témér nevyskytuji. Autor se také az na
necetné vyjimky (Spunty - str. 32, focenf - str. 53) vyvaroval uzivani nespisovnych slov. Proto
mohu z formalniho hlediska celkové hodnotit praci velice dobre.

Jsem presvédlen, Ze pozitivni aspekty diplomové prace prevazuji nad jejimi

nedostatky, a proto praci celkové hodnotim kladné a doporucuiji ji k obhajobé.

Praci navrhuji ohodnotit znamkou velmi dobra.

RNDr. David Honys, PhD.
Vedouci Laboratore biologie pylu
UEB AVCR, v.v.i.
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