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PredloZend doktorska disertacni prace je zamérena na studium mechanism( vzniku, Sitfeni a udrzovani
mechanismU RNA interference. Prace je témér celd sepsand v Anglictiné a je ¢lenéna na literarni Gvod
(15 stran), seznam cild a hypotéz (1 strana), metodickou ¢ast (8 stran) . Dalsi ¢asti jsou samotné
vysledky prace (30 stran) , které jsou jesté rozdéleny do podkapitol podle jednotlivych publikaci (2
publikované prace, 1 poslana do védeckého c¢asopisu a jedna kapitola shrnujici dosud nepublikované
vysledky) . Nasleduje 9 stranek diskuse, c¢eské shrnuti (2 strany), seznam pouzitych referenci (12 stran)
a dodatecnd data vztahujici se zejména k pouzitym genovym sekvencim.

Jako samostatna priloha jsou k praci pfilozeny y jesté kopie publikovanych ¢lanku a ¢lankd v recenznim
fizeni a to véetné suplementd.

Prace je dle mého nazoru vyjimecna nejenom Sirkou zdbéru a rozsahem, ale i kvalitou zpracovani a to
presto, Ze je zpracovana v Anglictiné. Velmi pékné a pfitom prehledné a relativné strucné je zpracovan
literarni Uvod k problematice RNAI, transkripéniho a post-transkripéniho uml¢ovani. Autor se vyhnul
Castému problému s pfilis rozsahlym literarnim Uvodem a pfitom pokryt vétsinu toho, co potfebuje
Ctenar pro posouzeni prace védét.

Bezpochyby nejdulezitéjsi ¢asti prace jsou samotné experimentalni vysledky, které jsou skutecné velmi
rozsahlé a pokryvaji rizné aspekty vzniku a siteni RNAi signalu. Prvni publikace se tyka reaktivace a
opétovného zhaseni exprese reportérového genu v transgenim bramboru po aplikaci AzaC. Druha
(submitted) a treti (publikovano) prace popisuji vznik RNAi signdlu a methylaci genomu v liniich BY-2
se tfemi rGznymi chemicky indukovatelnymi konstrukty, které mély vyvolat umiceni exprese
reportérového genu GFP. Posledni a dosud nepublikovanou ¢asti experimentalni prace je pokus najit u
rostlin mechanismus transportu RNAI signalu mezi burikami, které nejsou spojeny plazmodesmaty. U
rostlin byly nalezeny proteiny s relativné vzddlenou homologii s RNA transportéry z C. elegans. Mutatni
linie téchto moznych transportér( byly ziskany z genobanky, dovedeny do homozygotnihi stavu a poté
zkfizenim ziskany dvojité mutantni rostliny. BohuZel tyto rostliny nevykazovaly Zadny fenotyp ani po
nékolika generacich.

K praci mam jen tyto drobné pfipominky:

V praci se nékolikrat vyskytuje ,,Kanamycine” misto spravného , Kanamycin“



V sekci material a metody 3.7 je inducibilni systém popsan jako VGE (indukovatelny
methoxyfenosidem), ale dale v praci je vyuZit sytém XVE (indukovany estradiolem).

Tabulky 4.4.2 b a c jsou nadepsany jako ,,phenotypic ratio” of A. thaliana double mutants, ale z logiky
véci jde spiSe o poméry ziskané genotypovanim.

Na autora prace mam tyto doplfujici dotazy pro diskusi:

V experimentech s Azacytidinem byl jako model pouZit brambor. DokaZe autor odhadnout nebo jinak
porovnat zda a jak by bylo mozné podobné experimenty provést s generativné propagovanou
rostlinou.

V experimentech s kombinaci BY-2 linii produkujicich umlcujici siRNA signal proti GFP s linii exprimujici
GFP a RFP dochazelo ke sniZzovani exprese obou reportérovych proteind (GFP a RFP, strana 59).
Zatimco homologie mezi geny GFP a RFP neni pfFilis vysoka, z obrazkl na strané 31 vyplyva, Ze
regulacni (35Sp a Nos-t) oblasti (a zfrejmé i 5 a 3 NTR) oblasti v ¢ervené i zelené reportérové kazeté
jsou identické. Je tedy mozné, Ze by externé podana RNA dokazala umlcovat oba reportéry soucasné?

Celkové praci povazuji za velmi zdatilou a rozsahlou jak metodicky tak i co se tyce ziskanych vysledkd.
Za cenné povazuji i smér a vysledky, které zatim nevedly k publikaci. Praci doporucuji k obhajobé.
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