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Nazev prace:
Dynamika a mechanismus umlcovani reportérového genu pro GFP v zavislosti na
aktivite RDRG6 a zpusobu indukce RNA interference v bunécné linii tabdku BY-2

Cile prace
Cilem diplomové prace bylo studium molekularnich mechanismi, které¢ vedou k uml¢ovani
genové exprese rostlinnych transgenti v podminkach kultivace bunék in vitro.

Struktura (¢lenéni) prace
Rozsah prace (pocet stran): 114 stran textu, 26 tabulek, 31 grafii a 5 obrazkii
Je uveden anglicky i Cesky abstrakt a kli¢ova slova? Ano

Formalni droven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, seznam literatury)
Bez vaznéjsich pripominek. Snad jen, zZe na rozdil od publikaci jsou v diplomové praci
ponékud neobvykle uvadeny grafy a obrazky samostatné.

Logicka stavba a jazykova troven prace
Bez pripominek

Literarni piehled:
Odpovida tématu a je logicky ¢lenén? Ano
Je napsan srozumitelné? Ano
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné, relevantni a aktualni? Ano
Jsou literarni zdroje (v€etné obrazki) v praci spravné citovany? Ano

Material a metody:
Sive pouzitych metodik prevysuje bézny standart v CR. Byly pouzity technicky i casové
narocné metody.
Odpovidaji popsané metody prezentovanym vysledkim? Ano, az na drobné malickosti.
Jsou metody srozumitelné popsany? Ano

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? Ano
Je dokumentace vysledkl adekvatni? Ano, v nékterych pripadech zbytecné
Je mnozstvi provedenych experimentd dostadujici? Ano, prevysujici bézny priimér CR.

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledku? Text po vécné i stylistické




strance odpovida odborné diskuzi k vysledkim.
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? Ano
Jsou uvedeny né&jaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? Ano

Zavéry (Souhrn):

Jsou zavéry podlozené vysledky? Ano,

Jsou vystizné formulovany? Cdstecné., v Souhrnu se objevuje zbytecné mnoho informaci
Z pouzité literatury na vkor presentace vlastnich vysledkii. Zbytecna skromnost autorky zde
neni na misté vzhledem k dosazenym skvelym vysledkiim.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Cilem diplomové prace bylo studium molekularnich mechanismd, které vedou k uml€ovani
genové exprese. Regulace bunécné exprese pomoci epigenetickych mechanismi zlistavaji
ptes znacny pokrok malo probadané. Jako modelovy organismus si autorka zvolila bunénou
kulturu tabaku, kde zkoumala chovéani vnesené¢ho transgenu v riznych genetickych pozadich.
Jako reportérovy gen byl zvolen GFP, ktery koduje proteinovy produkt vykazujici
fluorescenci, a jehoz mnozstvi lze v bunkach velmi elegantnim zptisobem stanovovat. Velice
presvédcivym zptusobem tak ptisobi obrazky fluoreskujicich bun¢k na stran¢ 64. Byly
ziskany cenné informace o dizajnu rekombinantnich vektord pro umlcovani genové exprese u
rostlin, kde jako nejucinnéjsi vektor byl identifikovan konstrukt produkujici RNA vlasenku.
Vysledek by mohl mit potencidlni praktické aplikace v biotechnologiich. Béhem studia
ziskala autorka bohaté metodické zkuSenosti v oblasti rostlinné bunécné (mikrobiologické
metody, kultivace rostlinnych bunék in vitro, transgenoza) a molekularni biologie
(rekombinantni technologie, tvorba plasmidovych konstruktd, izolace DNA a RNA,
elektroforéza, restrikéni §t€peni a PCR) a biofyzikalni metody (stanoveni fluorescence

Vv buiikach) a biostatistické metody (programy R a MsExcel).

Prace obsahuje 114 stran textu a zahrnuje 26 tabulek, 31 grafii a 5 obrazkl. Seznam literatury

obsahuje velky pocet citaci na recentni prace s epigenetickou tématikou.

BSc Sarce Motylové se podaiilo bhem magisterského studia zvladnout celou fadu
naro¢nych metodickych postupii a jednoznacné prokazala schopnost védecké prace. Objem
vykonané prace i peclivost v experimentovani jsou piikladné. Chtél bych zdiraznit, ze
otazky a ptipominky uvedené v posudku nemaji v Zadném ptipad€ zpochybniovat vysokou
uroven predkladané prace a kvalitnich vysledkti. V odpovédich na otazky by méla

diplomantka ukazat zptsobilost vést védeckou diskusi o feSené problematice. V neposledni




fadé bych chtél vyzdvihnout vhodné€ zadané téma a kvalitni vedeni ze strany Skolitele.

Diplomovou praci hodnotim vyborné a doporucuji k obhajobé

Otazky a pripominky oponenta:

vvvvvv

predpoklada, Ze intenzita fluorescence (na ose y) je umérnd aktivité reporterového genu GFP.
V piipadé¢ aktivni ulohy genu RDR6 v postranskripcnim umlcovani by teoreticky mélo dojit
ke zvySeni transferni aktivity na pozadi se snizenou hladinou RDR6. Je proto piekvapivé, ze
linie RDR6-IR-GFP-IR ma srovnatelnou intenzitu fluorescenci jako matetska linie WT-GP-
IR. Obdobné, v ptipad¢ linie RDR6-IR-GFP-AS vidime spiSe pokles fluorescence oproti
linii WT-GFP-AS nezli zvySeni. Zajimalo by mne autor¢ina interpretace téchto vysledki,
které jsou v rozporu s pozorovanimi v jinych systémech. Jedno z moznych vysvétleni, ze

Vv alotetraploidnim genomu tabaku je pfitomno vice gent katalyzujicich ptepis RNA vldkna
do dvouvlaknové struktury. Vytazeni funkce RDR6 miize byt kompenzovano jinou aktivitou.
Je otazkou proc se tak ned¢je u Arabidopsis. V tomto kontextu by mozna ptipadala v iivahu
bioinformatické reSerSe sekvenovaného genomu tabaku na pfitomnost genovych rodin RDR.
DalSim z moznych vysvétleni relativni nezévislosti uml¢ovani GFP transgenu na RDR6 je ze
bunécna kultura a diferencovana rostlina se chovaji jinak z hlediska zapojeni epigenetickych
drah a moZna i mechanismu umlcovani. V kalusech bylo naptiklad pozorovano samovolné

umlcovani GFP, coz se v rostlindch bézné ned¢je.

2. Rozdily v intenzité fluorescence mezi aktivnim GFP genem a uml¢enym jsou relativné
malé, odpovidajici maximalné dvojnasobku. Pficemz z literatury je znamo, Ze PTGS proces
je schopen umlcet expresi transgend az o nékolika fadl. Zde moznou tlohu hraje i technické
uspofadani experimentu, kdy se analyza exprese transgenu spoléhala na méfeni
fluorescenénich signali GFP, které je zatiZeno relativné velkym pozadim. Napftiklad v grafu
4.4 je rozdil intenzity fluorescence mezi negativni kontrolou (buiiky bez GFP) a pozitivni
kontrolou (buniky aktivné exprimujici transgen) pouze 5-nasobny. Vzhledem k tomu, Ze
PTGS je proces ovliviiujici pfedevsim stabilitu primarnich transkriptii, bylo by uzite¢né

sledovat hladinu transkripti GFP v navaznosti na fluorescenc¢nim fenotypu.

3.V zéavérech se tvrdi, Ze “byly ziskany linie se stabiln¢ snizenou hladinou transkriptu RDR6
(RDRG6-IR)..”. S vyjimkou experimentu v grafu 4.1. v praci vSak neni uvedeno, Ze by se
hladina RDR6 jakkoliv monitorovala béhem dlouhodobého pasazovani bunék. Vzhledem k

rozporuplnym zaveéram tykajicich se ulohy RDR6 v PTGS (v daném systému) bych




povazoval za dllezité pribézné stanovovat hladinu RDR6 transkriptu béhem indukce

umlcovani estradiolem.

4. Graf 4.1. Nazev grafu. Experiment popisuje vysledek z kvantitativni RT-PCR analyzy.
Neni ziejmé, co se mysli pod pojmem “Pomér koncentraci usekid DNA...“ Nejedna se snad o
mylny pieklad terminu “ct, ktery udava “cycle threshold*, avSak s koncentraci usekit DNA
nema nic spolecného. Zajimalo by mne, zda tento RT-qPCR experiment provadéla autorka

sama nebo se jedna o prevzaté dilo.

5. Souhrn je koncipovan spise jako souhrn literatury a popis vyzkumnych cili cile. Mohlo by
se zde objevit vice vlastnich vysledkt. Napiiklad mohlo by byt uvedeno, zda cilena regulace

genu RDR6 vede ¢i nevede k ovlivnéni uml¢ovani GFP transgenu.

6. Véta v Souhrnu “... tabakova bunécna linie BY-2, kterd diky vysoké homogenité”. Mohla
by autorka vysvétlit o jakou homogenitu se jedna? Fenotypickou, morfologickou?
Karyologicky bunécna line BY-2 v zadném ptipad¢ neni. Pocet chromosomtl je u linie BY-2
zna¢né variabilni, pozoruje se ¢astd aneuploidie, chromosomalni tranlokace a makrodelece

delece (osobni zkuSenost). Aberatni karyotyp tak neodpovida béZnému tabaku, 2n=48.

7.Grafy 4.12. Jsou patrny zna¢né vychylky v mife uml¢eni mezi jednotlivymi kalusy
pochézejicich ze stejné primarni transformace. NemiiZe to byt projev somaklonalni
variability? Je zndmo, Ze rostlinné bunécné kultury jsou znacné fenotypicky heterogenni, coz

patrné souvisi s deregulaci epigenetickych drah.

8. Str. 53 a jinde. Neni zifejmé, co se mysli pod pojmem “ptilka kalusu“. Obvykle se pfi

pastovani bun¢k udava hmotnost vlhké tkane.

Formalni pripominky

9.V kapitole 3.6.4 by mohl byt jednou vétou zminén princip priitokové cytometrie.
10.Pocet tabulek i1 grafii je neaumérné vysoky, coz vede k tomu, ze hlavni vysledek je
zamaskovan. Napftiklad Tab. 3.11. na str. 44 je zbytecné obecnd vzhledem k tomu, Ze hned
Vv nasledujici tabulce jsou uvedeny konkrétni parametry PCR.

11.Nézvy restrikénich enzyme v tab. 310, 3.15, 3.16, 3.17 na str. 49,52 by mély byt psany




kurzivou, napft. “Xhol”.

12. Styl.Na rozdil od publikaci jsou v diplomové praci ponékud neobvykle uvadény grafy a
obrazky samostatné.

13. Str. 15. Chybi velké pismeno u véty “u jiz zminovanych ta-siRNA musi nejprve dojit ke
Stépeni jejich TAS transkripti kdédovanych v genomu prostfednictvim dané miRNA

asociované s AGO1”.

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)
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