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Předložená doktorská disertační práce je  zaměřena na studium mechanismů vzniku, šíření a udržování 

mechanismů RNA interference. Práce je téměř celá sepsaná v Angličtině a je členěna na literární úvod 

(15 stran), seznam cílů a hypotéz (1 strana) ,  metodickou část (8 stran) . Další částí jsou samotné 

výsledky práce (30 stran) , které jsou   ještě rozděleny do podkapitol podle jednotlivých publikací (2 

publikované práce, 1 poslaná do vědeckého časopisu a jedna kapitola shrnující dosud nepublikované 

výsledky) . Následuje 9 stránek diskuse,  české shrnutí (2 strany), seznam použitých referencí (12 stran) 

a dodatečná data vztahující se zejména k použitým genovým sekvencím. 

Jako samostatná příloha jsou k práci přiloženy y ještě kopie publikovaných článku a článků v recenzním 

řízení a to včetně suplementů.  

Práce je dle mého názoru výjimečná nejenom šířkou záběru a rozsahem, ale i kvalitou zpracování a to 

přesto, že je zpracována v Angličtině. Velmi pěkně a přitom přehledně a relativně stručně je zpracován 

literární úvod k problematice RNAi, transkripčního a post-transkripčního umlčování. Autor se vyhnul 

častému problému s příliš rozsáhlým literárním úvodem a přitom pokrýt většinu toho, co potřebuje 

čtenář pro posouzení práce vědět.  

Bezpochyby nejdůležitější částí práce jsou samotné experimentální výsledky, které jsou skutečně velmi 

rozsáhlé a pokrývají různé aspekty vzniku a šíření RNAi signálu. První publikace se týká reaktivace a 

opětovného zhášení exprese reportérového genu v transgením bramboru po aplikaci AzaC. Druhá 

(submitted) a třetí (publikováno) práce popisují vznik RNAi  signálu a methylaci genomu v liniích BY-2 

se třemi různými  chemicky indukovatelnými konstrukty, které měly vyvolat umlčení exprese 

reportérového genu GFP. Poslední a dosud nepublikovanou částí experimentální práce je pokus najít u 

rostlin mechanismus transportu RNAi signálu mezi buňkami, které nejsou spojeny plazmodesmaty. U 

rostlin byly nalezeny proteiny s relativně vzdálenou homologií s RNA transportéry z C. elegans. Mutatní 

linie těchto možných transportérů byly získány z genobanky, dovedeny do homozygotníhi stavu a poté 

zkřížením získány dvojitě mutantní rostliny. Bohužel tyto rostliny nevykazovaly žádný fenotyp ani po 

několika generacích.   

 

K práci mám jen tyto drobné připomínky:  

V práci se několikrát vyskytuje „Kanamycine“ místo správného „Kanamycin“  



V sekci materiál a metody 3.7 je inducibilní systém popsán jako VGE (indukovatelný 

methoxyfenosidem) , ale dále v práci je využit sytém XVE (indukovaný estradiolem).  

Tabulky 4.4.2 b a c jsou nadepsány jako „phenotypic ratio“ of A. thaliana double mutants, ale z logiky 

věci jde spíše o poměry získané genotypováním.  

 

Na autora práce mám tyto doplňující dotazy pro diskusi: 

V experimentech s Azacytidinem byl jako model použit brambor. Dokáže autor odhadnout nebo jinak 

porovnat  zda a jak by bylo možné podobné experimenty provést s generativně propagovanou 

rostlinou.   

V experimentech s kombinací BY-2 linií  produkujících umlčující siRNA signál proti GFP s linií exprimující 

GFP a RFP docházelo ke snižování exprese obou reportérových proteinů (GFP a RFP, strana 59).  

Zatímco homologie mezi geny GFP a RFP není příliš vysoká, z obrázků na straně 31 vyplývá, že 

regulační (35Sp a Nos-t) oblasti (a zřejmě i 5 a 3 NTR) oblasti v červené i zelené reportérové kazetě 

jsou identické. Je tedy možné, že by externě podaná RNA dokázala umlčovat oba reportéry současně?   

Celkově práci považuji za velmi zdařilou a rozsáhlou jak metodicky tak i co se týče získaných výsledků. 

Za cenné považuji i směr a výsledky, které zatím nevedly k publikaci. Práci doporučuji k obhajobě.  

 

 

Mgr Tomáš Moravec Phd.  


