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Analysis of short Argonaute isoforms from mouse oocytes
Analyza kratkych isoforem proteinu Argonaut z mysich oocytd
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Hodnoceni vysledkt z hlediska tvaréiho pfinosu

Diplomova prace Radka Jankeleho se zabyva funkci kratkych isoforem proteinu Argonaut,
které byly identifikovany v laboratofi vedouciho magisterské prace v transkriptomu
mysich oocytu. Byly izolovany mRNA kddujici tyto kratké isoformy proteinu Argonaut z
mysich oocytl a na bunéénych kulturdch byl ovéren vliv téchto isoforem na funkce
mikroRNA a na mechanismy RNA-interference. S vyuZitim luciferdzového reporterového
systému autor prace zjistil, Ze ektopicky exprimované isoformy Argonautu neovliviuji
aktivitu mikroRNA, ani RNA-interferenci v mysich a lidskych burikach. Autor z toho
vyvozuje zavér, ze kratké isoformy proteinu Argonaut neplni v mysim oocytu roli
dominantné negativniho inhibitoru RNA umléovani. Autor ziskal bunécénou linii
heterozygotni pro cilené navozenou mutaci genu pro protein AGO2 a vytvoril tak
predpoklad k ziskani velmi zajimavého modelu pro studium funkci tohoto proteinu.

| kdyZ autor prace nepotvrdil vychozi hypotézu o vyznamné roli kratkych izoforem
proteinu Argonaut pro aktivitu mikroRNA a RNA-interferenci v mysim oocytu, ziskal celou
radu zcela originalnich vysledkd, které jsou pfinosem pro poznani mechanisma
regulujicich oogenezi, oplozeni a predimplantacéni vyvoj mysiho embrya.

Autor si osvojil celou fadu technik od bioinformatickych analyz az po nejnovéjsi
laboratorni techniky véetné vyuziti CRISPR-Cas techniky pro cilenou deleci AGO?2.
Techniky vyuZzil k ziskani zcela plvodnich dat, ktera spravné vyhodnotil a interpretoval.

Formalni stranka predkladané prace

Prace je zpracovdna peclivé, prehledné. V ceském abstraktu ziejmé vypadla ¢ast véty.
Obrazky 15 a 16 jsou uvedeny v obraceném poradi. Pfi zdvérecné korekture textu unikly
autorovi nékteré preklepy, ale to povaZuji za celkem pfirozené. Formalni stranku prace
hodnotim jako velmi dobrou.

Jazyk
Prace je napsana dobrou anglic¢tinou. Text je formulovan jasné, logicky, prehledné.

Hodnoceni casti predkladaného spisu

Literarni prehled

Autor predstavil v literdarnim pfehledu problematiku mikroRNA a RNA-interference. Zdafile
srovnal jejich spolecné i rozdilné aspekty. Velmi dobre se vyporadal i s otazkami, na které
dava soucasna literatura rozporuplné odpovédi. Text je vhodné doplnén nazornymi



schématy. Zpracovani literarniho pfehledu svédci o schopnosti autora vybirat z velkého
objemu faktl védecké literatury zasadni informace a dat je do vzajemného kontextu.
Potésujici je schopnost autora vyvozovat z literarnich pramen( vlastni interpretace a nazory
na popsané procesy.

b) Materidl a metody
Jak je uvedeno vyse, autor obsdahl Sirokou skalu technik, které pak vyuzil k ovéreni dobre
formulovanych pracovnich hypotéz. Popis technik v kapitole Materials and Methods je
presny, ale pfitom neni zahlcen detaily a zlstava prehledny.

c) Vysledky
Vysledky jsou prezentovany prehledné. Jsou dobfe utfidéné a také formalni stranka
prezentace vysledkU je velmi dobra.

d) Diskuse
Autor v diskusi konfrontuje vlastni vysledky s Udaji nacerpanymi z literarnich pramend a
vhodnym zplsobem je interpretuje. Naznacuje v diskusi i dal$i sméry vyzkumu, které
vysledky jeho prace oteviraji, coZ povazuji za velmi cenné. Diskuse je kompaktni az Usporna,
ale na druhé strané cenim jeji vysokou vécnost bez zbytecnych spekulaci a bez zbytecné
rekapitulace udaja z vysledk( experimentd.

5) Celkové zhodnoceni
Autor magisterské prdce Radek Jankele prokdzal, Ze je schopen Cerpat informace z védecké
literatury, spravné je utfidit prezentovat prehlednym, ucelenym zplsobem. Zvladl celou radu
naroc¢nych technik a s jejich pomoci ziskal velmi cennd origindlni data. Tato data dokazal
spravné vyhodnotit a vysledky pfehledné prezentovat. Prokazal, Ze je schopen vlastni data
spravné interpretovat a konfrontovat se soucasnou védeckou literaturou.
Prace Radka Jankeleho spliiuje vSéechny poZadavky kladené na magisterskou praci a velmi rad
ji doporucuji k obhajobé.

6) Otazky do diskuse

a) Mysi oocyty jsou vyuZivany ¢asto jako model pro studium oogeneze savcich oocytd.
Pfitom je ale znamé, Ze se mysi oocyty lisSi v mnoha ohledech od oocytt jinych savci i
Clovéka. Jsou zndmé odlisnosti ve fungovani mikroRNA a RNA-interference mezi
oocyty mysi a oocyty jinych savéich druh(? Dicer® je naptiklad typicky pravé pro mysi
oocyt. Jak se mlze jeho absence projevit v regulaci mikro-RNA a RNA-interference u
jinych druh savc(, napt. v oocytech ¢lovéka?

b) Jednim z vyznamnych moment( oogeneze je zisk plné meiotické kompetence pfi
ukonceni ristové faze, kterd se shoduje s ukonéenim transkripce v oocytu.
Pfedpokladate, Ze by se na zisku meiotické kompetence mohly podilet i mikro-RNA a
RNA-interference?

¢) Narazil autor pfi praci s CRISPR-Cas technikou na dikazy o zasahu jim konstruovaného
CRISPR-Cas mimo jeho predpokladané cilové sekvence?
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