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Predkladana dizertacni prace se zabyva vyvojem a optimalizaci biochemickych a bunécénych stanoveni
vyuzitelnych k identifikaci nizkomolekularnich sloucenin, které potencidlné ovliviuji biologické
procesy pfi RNA silencing. Prace je psana v anglickém jazyce v celkovém rozsahu 157 stran a je
doplnéna tfemi impaktovanymi publikacemi, kde u dvou z téchto publikaci je kandidatka prvnim
autorem. Data tykajici se predkladanych stanoveni na Urovni bunék, kterd tvofi podstatnu ¢ast
predkladané prace, dosud publikovdna nebyla.

Dizertacni prace je jednim z prvnich a naprosto zasadnich krokd v dlouhodobém projektu, na jehoz
konci by mél byt soubor chemickych sloucenin, které na rliznych mistech ovliviiuji sekvencné
specifickou inhibici genové exprese na posttranskripcni Urovni. JelikoZ toto sekvencéné specifické
umlCovani RNA je jednim z klicovych mechanizmu regulace genové exprese, takto identifikované
chemické slouceniny by mohly byt vyuzity jak v zakladnim vyzkumu, tak potencidlné

v biotechnologickych nebo terapeutickych aplikacich. Jedna se tedy o vysoce aktudlni téma a ziskané
informace bezesporu jsou a budou pfinosné pro Sirsi védeckou komunitu.

Dizertacni prace dokumentuje Siroky rozsah technik, které kandidatka béhem svého doktorandského
studia osvojila. Tyto zahrnuji metody molekularni biologie (klonovani a exprese), bunécné biologie,
purifikaci a kinetickou charakterizaci rekombinantnich proteint, vyvoj aktivitnich stanoveni in vitro a
v bunécnych kulturdch a v neposledni fadé zpracovani velkého mnozstvi dat z HTS kampani.
Impresivni je rovnéz mnozstvi energie vloZzené do experimentdlni prace, kterou kandidatka vénovala a
to predevsim pfi vyvoji bunécnych stanoveni, zahrnujici klonovani desitek reportérovych plazmidd,
pfipravu a charakterizaci stabilné transfekovanych bunécénych linii a v neposledni fadé jejich vyuziti

v HTS.

Predkladana prace ma nadstandardni Uroven co se tyka mnozstvi experimentalnich prace a rovnéz
obtiZznosti a aktudlnosti zpracovavaného projektu. V této souvislosti bych nicméné rad zminil formalni
stranku prace a tou je prezentace ziskanych dat. Nékteré z obrazka nariklad nepfilis dobre ilustruji
tvrzeni v textu (obr. 19 a tvrzeni, Ze ,,dostate¢nd koncentrace fluoroforu je 0,1 pmol), je ponékud
nestastné volen rozsah os a rovnéz format vynesenych dat (pfi inhibi¢nich studiich by asi vyhodnéjsi
bylo uvadét pomér vi/v0 nebo % inhibice; obr. 19, 25, 32), neni zfejmé, zda-li se jedna o data po
odecteni pozadi (které mizZe byt dost podstatné, jako tfeba na obr. 21 a 22), dikutabilni proloZeni
experimentalnich bodd krivkami (obr 20, vzorek C) a podobné. Obecné chapu, Ze esteticka stranka
neni nejduleZitejsi soucasti sdélovanych informaci, nicméné je dobré si uvédomit, ze ,formalni“
prezentace dat je nedilnou publika¢niho procesu a velmi ¢asto muize (jak pozitivné, tak negativné)
ovlivnit celkovy impakt dané prace.
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Experimentalni postupy, ziskana data i jejich interpretace jiz prosly recenznim fizenim

v mezindrodnich ¢asopisech coz zjednodusuje oponenturu, jelikoZ by bylo zbyte¢né znovu detailné

analyzovat data pfrijatd védeckou komunitou. Rad bych nicméné kandidatce polozil nékolik

“techni

1.

ckych” dotaz( tykajicich se jednotlivych experimenta:

Bakulovirovy systém — pfi velkoobjemové expresi byla pouzita MOI = 1 a doba infekce 72 hodin. Byly
testovany rovnéz jiné podminky s cilem zvysit hladinu exprese Diceru a/nebo snizit mnoZstvi
degradacnich produkti? Izolace a amplifikace bakulovir(i P1 — (stana 65) — bylo skuteéne pouZito pouze
4x10° bunék a sou¢asné 10 bakulovir, co? by znamenalo MOI = 2,5007?

Stanoveni koncentrace purifikovaného DICERu. Kandidatka uvadi, Ze vysledna koncntrace DICERu je 7
mg/mL, coz asi zcela neodpovida obrazku 29C. Koncentrace zasobniho roztoku DICERu je dilezita pro
dalsi experimenty a jejich interpretaci (napfiklad tvrzeni o ,,single —turnover conditions pfi in vitro
stanoveni”). Vzhledem k témto skute¢nostem — byla vzata do Uvaha skutecn3 Cistota purifikovaného
DICERu, t.j. pomér rekombinatniho proteinu v celkovému mnoZstvi endogennich proteinl Sf9 bunék?
lestliZe ano, jaka je tato Cistota a jak byla stanovena? Mze ptipadné celkové mnozstvi DICERu v reakci
(které je asi vyrazné nizsi nez uvddéna maximalni hodnota) ovlivnit interpretaci dat?

Jaké negativni kontroly byly pouzity pti in vitro DICER stanoveni? Byl napfiklad vyuzit katalyticky
neaktivni mutant DICERu nebo alespon bakulovirovy lyzat infikovany kontrolnim plazmidem? Mohlo
byt stanoveni ovlivnéno pfritomnosti hmyziho endogenniho DICERuU popfipadé jinych nukleaz?
Napriklad z obrazku 23B by se mohlo zdat, Zze mimo specifického stépeni substratu dochazii k jeho
Jaky je dalsi osud sloucenin identifikovanych v HTS stanovenich? V dizertaci jsou popsana sekundarni a
validacni stanoveni vyuzitelna k blizSimu prozkoumdni mechanizmu fungovani identifikovanych
sloucenin. Byla néktera z nich uskute¢néna a s jakym vysledkem?

Zavérem mUzZu konstatovat, Ze predkladana dizertacni prace spliuje vSechny pozadavky studijniho

programu Vyvojova a bunééna biologie a proto ji pIné doporucuji k obhajobé.
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