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Cile prace (prevzato z DP)

vliv na regulaci genové exprese.

Dilci cile:

- Vytvorit set gent pro valida¢ni experimenty

- Navrhnout specifické pary primert na vybrané geny urcené pro validaci sekvenovani RNA
- Validovat vysledky sekvenovani RNA pomoci nezavislé metody RT-qPCR

- Ovéfit reproducibilitu vysledki validace pomoci nezavislych biologickych opakovani
sledovanych bunécnych liniich

- Zrealizovat Analyzu obohaceni genové sady (GSEA) u dvou typi sekvenacnich dat
- Identifikovat limitujici podminky kultivace, pti kterych jsou studované bunécné linie
schopné ristu

- Charakterizovat bunécné linie s deleci eIF4E2 a eIF4E3 na zakladé vlivu riznych
kultivacnich podminek na jejich rastové schopnosti

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO

Rozsah prace (pocet stran): 107 stran a 4 soubory priloh (tabulky XLSX)
Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO (5+ stran)

Seznam zkratek je hodné redundantni (zkratky elFxxx), zbytecné obsahuje aminokyseliny,
chlorid kobaltnaty, dNTPs (ale napt. EST a ddH20 v seznamu nejsou). Zacatek seznamu
neni abecedné sefazeny.

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni tidaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Kapitola pojednava obecné o translaci, ale pak hlavné predstavuje rodinu elF4E, jejich
vlastnosti a funkce. ReSerSe je prehlednd, dostatecna a zajimava. Celkové prace cituje 106
recentnich i "starSich" literarnich zdroji; online zdroje jsou citovany pfimo v textu prace.

Material a metody:
Odpovidaji pouZité metody experimentalni kapitole? =~ ANO
Kolik metod bylo pouzZito? ~10




Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Popis metod je pomérné strucny.

Autor korektné uvadi, co uz bylo udélano jinymi ¢leny tymu (na cem stavél). U popisu
centrifugaci autor spravné uvadi RCF a ne RPM.

V Kapitole 5.3 neni uvedena pouZita koncentrace EtBr (jen objem).

Experimentalni cast:
Je vysvétlen cil experimentii? ANO/NE

Autor uvadi, co chtél konkrétné zjistit/zmérit, ale ne vZdy je jasna motivace, proC experiment
viibec délat (biologicka otazka) — napr. kap. 6.1.6 — méfeni hladin mRNA izoforem eIF4E v
nadprodukcnich (OE) bunécnych liniich.

Je dokumentace vysledki dostacujici? ANO/NE
Autor v dostatecné mife poskytuje primarni i zpracované vystupy ze svych experimentt a
analyz. Ctenarim ale Casto neposkytuje Zadny slovni komentar, co vlastné z asto velkého
mnozstvi dat (sloupcovych grafti, ristovych kiivek) vyplyva. Pripadné se omezuje na
komentare k technické strance experimentt.

Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO/NE

VétSina vysledki stoji (a pada) na validité pouzivanych OE bunécnych linii. Korektnost
téchto linii je ale v praci zpochybnéna. Viz otazky niZe.

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO/NE

Autor upozoriuje na mozna uskali pri interpretaci svych vysledkt (metodické, technické
limitace).

Vysledky validace sekvenacnich experimentti jsou diskutovany, ale v rozsahu, ktery uz
zaznél v sekci Vysledky. Ani zde, ani v sekci Vysledky neni explicitné uvedeno, u kterych
gent validace odhalila rozdily mezi NGS a RT-qPCR.

Bioinformatické cast (GSEA) vysledku je skutecné diskutovana, ale bez citaci.

Diskuze vysledk ze stanoveni expresnich hladin izoforem eIF4E v OE liniich podle mne
opomiji nékteré kriticky dileZité aspekty tohoto pokusu. Viz otazky nize.

Autor shrnuje vysledky z méfeni ristovych krivek za riznych kultivacnich podminek, ale bez
jejich dalsi interpretace.

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? NE
Cela sekce Diskuze obsahuje jen 5 citaci, z toho 3 se tykaji bioinformatickych metod.
V sekcich Vysledky i Diskuze se autor vénuje hlavné technicko-metodickym aspektiim
experimentti. Dtiraz na biologii eIF4E je minimalni (kromé casti o GSEA, kde ale nejsou
citace).

Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Jsou navrZeny alternativni analytické metody. Autor uvadi hypoteticka vysvétleni pro nékteré




prekvapivé vysledky.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? NE

Autor konstatuje provedeni/splnéni vSech dil¢ich cild, ale nedozvime se Zadné biologické
zavéry plynouci z provedenych experimentt.

Formalni Groven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Prace je psana slovensky, takZe se neumim vyjadfit k jazykové spravnosti.

Text mi pfijde lehce repetitivni, coZ miZe byt dano snahou autora predchéazet nejasnostem a
nespoléhat na pamét’ Ctenare.

normalizaci by byl moZna lepsi vzorecek).

Poznamka ke kap. 6.3 - i kdyzZ je hodnoceni morfologie bunék subjektivni (jak autor spravné
poznamenava), je tfeba pouZivat exaktni terminologii (nikoli ,,Spatné kultury®, ,,nevypadaji
dobre®).

Po formalni strance je prace kvalitni. Pfeklepy nejsou pfiliS ¢asté (kromé seznamu zkratek).
Prevzaté obrazky v literarnim prehledu maji dostatecné rozliSeni. K vlastni obrazové
dokumentaci experimentti mam jen nékolik pfipominek:

- sloupcové grafy (hlavné Obr. 9-11) obsahuji zbytecné 3D efekty, které zhorsuji Citelnost
grafu.

- popisky os ,,y“ grafii nékdy obsahuji zbytecna desetinna mista (napf. Obr. 9-11).

- u agar6zovych gelt (Obr. 14, 16) chybi popisek velikosti standardu DNA (ladder).

- Obr. 42-65 by si zaslouZily vice mista pro lepsi Citelnost.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

Stanovené cile byly po technicko-experimentalni strance splnény. Po strance biologické jsou
zavéry prace sporné. Prace na mne pusobi nevyvazenym dojmem: kvalitni formalni aspekty,
dobry prehled literatury, nemalé mnozZstvi experimentalni a analytické prace, dobre
zdokumentované vysledky; naproti tomu velmi omezena biologicka interpretace ziskanych
dat, i jejich diskuze a srovnani s literarnimi udaji.

S navrhem hodnoceni prace bych proto rad pockal az na shlédnuti obhajoby.

Otazky a pripominky oponenta:

1) V praci vyvstaly pochybnosti o validité pouzitych bunécnych linii pro tetracyklinem
indukovatelnou nadprodukci elF4E (expresni profily linii s/bez tetracyklinu se témér
neliSily). To je kliCové zjisténi, které miiZe potencialné zneplatnit velkou ¢ast vysledki
ziskanych v diplomové praci (a ocekaval bych, Ze validaci linii cela DP zacne). Autor
zminuje moznost kontaminace kultur tetracyklinem (induktorem), popt. mozZnost, Ze
pozorované expresni profily jsou artefaktem klonalni selekce OE linii, a nikoli reakci na
nadprodukci eIF4E. Napadlo by autora jeSté jiné vysvétleni? Mohl by autor navrhnout
modifikaci RT-qPCR experimentt z kap. 6.1.6, ktera by pomohla objasnit, pro¢ expresni
profil OE linii nereaguje na pridavek tetracyklinu?

2) Byly pro experimenty RIP-seq s eIF4E pouZity néjaké negativni kontroly, které by
umoznily odfiltrovat nespecificky interagujici RNA?




3) Jaka je biologicka logika vybéru gent pro validaci NGS dat - pro¢ byly vybrany geny
vykazujici diferencialni expresi dle RNA-seq a zarovei diferencialni interakce s eI[F4E v
RIP-seq? Jaka skupina genti (ve vztahu k eIF4E) se takto vyselektuje?

4) Nékteré primery pro validacni RT-qPCR se ukazaly jako nedostatecné specifické. Proc
autor nedesignoval jiné primery namisto vyfazeni problémovych genii z experimentu?

5) Mohl by autor vysvétlit schémata 1/2/3 u analyz GSEA (str. 72), nebylo mi to jasné. A
byly geny se sniZenou/zvySenou expresi takto analyzovany zv1ast™?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

| |vyborné | |velmidobfe | |dobfe | |nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




