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Nazev prace: Vyuziti RNA interference pro inhibici exprese genu u savcli in vivo

IX] Prace je literarni reSersi ve smyslu zvefejnénych pozadavku (pravidel).
[ ] Préce obsahuje navic i vlastni vysledky.

Cile prace (predmét rederse, pracovni hypotéza...)

Cilem préace je shmuti poznatk( tykajicich se RNA interference (RNAI) a zpusoby vyuziti této
metody k inhibici genové exprese. Prace poddva rozsahly prehled modifikaci RNAI
technologie a nabizi srovnani jejich U&innosti i nedostatkd.

Struktura (Clenéni) prace:

Prace je logicky strukturovéna. Po Gvodu nasleduje sekce shrnujici klasickou knock-out
technologii, se kterou je RNAi velmi ¢asto porovnavéna. Dalsi sekce podava prehled o
mechanismu RNAi a jeho potencidlu pro inhibici genove exprese. Nasledujici sekce tvori
hlavni téZisté prace a popisuje modifikace a vyuziti dvou odlisnych typli vektoru, které se
pouzivaji pro indukci RNAi in vivo. Posledni dvé kratké sekce se zabyvaji vyuzitim RNAi ve
velkém méfitku a v lidské terapii.

Jsou pouzité literarni zdroje dostateéné a jsou v praci spravne citovany?
PouZzil(a) autor(ka) v resersi relevantni tdaje z literdrnich zdroji1?

Pouzita literatura obsahuije pfiblizné edesat polozek a pro bakalarskou praci se jedna o
vyrazné nadprdmérné mnozstvi, ptiéemz hlubsi pokryti zvoleného tématu by vyzadovalo
citaci dal$ich desitek praci a bylo by vyrazné nad ramec bakalaiské prace. Vybér citaci proto
povazuji za celkem vhodny a rozumé pokryvajici zvolené téma. Citované literarni zdroje jsou
Vvétsinou citovény spravné. Nicméné si autorka zaslouzi kritiku za nepouziti citaci na radé
mist, kam citace patfi. Jde zejména o pFipady, kdy cituje fakta, plvodni objevy nebo stéle
jesté diskutovana témata — zde jsou citace nutné. Reprezentativnimi pfipady jsou tfeba
uvedeni frekvence homologii rekombinace obou alel 0.0001-0.01 bez citace (str. 9),
necitovani ptivodniho objevu RNAI, nebo absence citace u kontroverzniho tvrzeni, e TGS
byl prokéazan u C. elegans, D. melanogaster a u savcd. Nedostatky v pouziti citaci jsou u této
bakalarské prace tolerovatelné, nicméné chci zddraznit, e pokud bude tento text déle
rozvijen, tyto nedostatky musi byt odstranény. Co se tyCe typt RNAI vektord, kredit za
rozdéleni typ | a Il si zaslouZi Michael McManus, ktery toto déleni pouzZil v Nat Rev Genet.
2002 3(10):737-47, nikoliv Petr Svoboda, ktery jej ve své pozdé&jsi praci prevzal.

Pokud prace obsahuje (nadstandardné) i viastni vysledky, jsou tyto vysledky
adekvatnim zpisobem ziskany, zhodnoceny a diskutovany?

Netyka se této prace

Formaini droveri prace (obrazové dokumentace, grafika, text, jazykova troveri):

Formalni troveri prace je dobrg, ale jeji kvalita by mohla byt jesté lepsi. Postradal jsem
néjaké schéma pripravy KO mysi (zejména strukturu vektord pro KO) a zobrazeni
inducibilnich systém(. Doporucil bych grafiku ordamovat, aby se vyraznéji oddélila od textu.

vvvvv

Text by si zaslouZil minimalné je$té jednu velmi peclivou revizi, kterd by mj. eliminovala
zbyteCné (tento novy néstroj oteviel dvefe neuvétitelné mocné technologii) nebo duplicitni
vyrazy (KO Zivotné duleZitych gent vétsinou vede k letdlnimu fenotypu). Nékolik vét dava
smysl po usilovném pFemysleni nad jejich kontextem, jiné ani po ném. Nejkfiklavéjsim
prikladem je véta: Zhang a kol. pouZili pro prekondni stérické slabosti inducibilniho KD
zavislému na induktoru nadmérnou expresi tetR pres bicistronni konstrukt.

Autorka by také neméla pouzivat zbyte¢né dlouha souveti, napfiklad: Gene targeting je dnes
bézné vyuZivanou metodou, kterd dava vzniknout knock-out (KO) organismam, t.
organismum deficitnim pro dany gen, jehoZ funkce je predmétem zkoumani, a ktera
umoZziiuje studovat roli specifickych genti, resp. Jejich produkit, v embryonainim vyvoyji,
fyziologickych a patologickych procesech a starnuti. Autorka by také méla dbat na to, aby
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prvni pouZziti zkratky v textu bylo vysvétleno. To neni napfiklad pfipad shRNA, miR a S/MAR
na strané 7, BAC, ES buriky a HSV-tk na strané 8. DalSi oblast, na kterou se méla autorka
pristé peclivéji zamérit, je pfevod plvodniho anglického textu do ¢estiny. Napriklad vyraz:
nékolik ,mismatch® nukleotidl je lepsi nahradit vyrazem: nékolik nekomplementarnich
nukleotidl. Véta: Zatimco Hitz a Yu potlacovali expresi pouze jediného genu v ¢ase, zni jako
by ji prelozil Google.

Autorce do budoucna doporucuji nechat text nékolik dni ulezet, potom se k nému vratit,
pomalu a peclivé jej precist a vénovat se vyse zminénym bodim.

Co se tyCe usporadani textu, vysvétleni mechanismu RNAi a miRNA by si zaslouZilo hlubsi
revizi, nebot situace neznaly ¢tenar musi slozité dedukovat, jak RNAI funguje a jak se vlastné
lisi od microRNA. A¢ jsou si obé drahy velmi blizké a u savcu témér identické, obé drahy se
lisi puivodem kratkych RNA a biologickou roli. Toto neni v textu prili§ dobre vysvétieno.

V sekei 7 bych doporudil shrout jednotlivé systémy do prehledné tabulky a v textu diskutovat
hlavni podobnosti a rozdily jednotlivych systému. Ozivil by se tim text této sekce, ktery je
pomérné monoténni a jeho &teni po chvili zacne unavovat. Tabulka by pomohla odbourat
opakujici se téma: XY pouzili modifikaci B metody A a dosahli vysledku Z.

Splnéni cill prace a celkové hodnoceni:

Praci doporucuiji k pfijeti nebot, pres vSechny vySe uvedené vyhrady, podle mého nazoru
pozadavky na bakaléarskou praci bohaté splfiuje. Jitka Sulcova prokazala, Ze je schopna
nacist, sepsat zvolenou problematiku a adekvatné ji diskutovat.

Otazky a pfipominky oponenta:

Text obsahuje faktické chyby. Napriklad neni pravda, Zze PTGS bylo pozorovano u v§ech
zndmych organismu. PTGS se tykd eukaryotnich Fisi a i tam u nékterych druht chybi
(nejznaméjSim prikladem je S. cerevisiae). TGS se U&astni RITS komplex, nikoliv RISC. TGS
je dobre prokazéno u rostlin a S. pombe, nikoliv u Zivogicht, kde dosud nebyly RITS
komplexy nalezeny a transkripCni silencing zde existuje jako fenomén, jehoz interpretace se
lisi podle skepse nebo nadseni jednotlivych autord. Andy Fire a Craig Mello dostali Nobelovu
cenu za objev efektl dlouhé dsRNA, nikoliv kratké dsRNA. U savcu existuje jeden Dicer, ale
minimalné ¢tyri RISC-like komplexy podle pritomného AGO proteinu. Nomenklatura
efektorovych komplexti je mimochodem komplikovanéjéi a pouzivaji se terminy miRNP,
RISC a RISC-like, Nékteri autori tyto komplexy oddéluji a pouzivaji RISC pouze pro komplex
s tzv. ,slicer” aktivitou a miRNP a RISC-like pro komplexy obsahujici miRNA. Proto by bylo
vhodné vysvétlit, pro jaky komplex autorka termin RISC pouziva. V textu chybi zdUraznéni, ze
ze savcéich AGO proteinli pouze AGO2 dokaze stépit cilovou mRNA (1. ma ,slicer” aktivitu) a
v8echny ¢tyfi AGO proteiny dokazi inhibovat translaci. Domnivam se také, ze vztah mezi IFN
odpoveédi, RIG-1 a dsRNA byl prokazan v praci Joao Marqueze (Nat Biotechnol. 2006
May;24(5):559-65). Autorka si také protifeci tvrzenimi na strané 6 (nevyhodou RNAI je
nemoznost docilit 100% snizeni exprese genu) a strané 34 (100% KD pifi tfech kopiich (Wang
et al. 2007). KRAB komplex nepusobi deadenylaci, ale deacetylaci histon.

Otazky:

Mohla by autorka vysvétlit co ma na mysli, kdyz fika, ze inducibilni KD systém zabrariuje
vzajemné kompenzaci mezi geny (strana 7 a 36)?

Ktery systém by si sama vybrala pro tkanoveé specificky knock-down v mySi? A proc?
A jaké kontroly pro nespecifické efekty by pouzila?

Navrh hodnoceni Skolitele nebo oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych
informaci)

vyborné [ ] velmi dobfe [ ] dobfe [ ]nevyhovél(a)

Podpis Skolitele/oponenta:




