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Celkové hodnoceni prace znamkou (slovng)

hodnoceni: 1 = vyborng, 2 = velmi dobfe, 3 = dobte, 4 = nevyhovél

DalSi pFipominky k priaci .

Rozsah prace: 54 stran vlastniho textu a pfiloh ve Clenéni na uvod, cil prace, ptehled
literarnich poznatkii problematiky, materidl a metody, vysledky a jejich diskuze, zavér,
seznam pouzité literatury (68 citaci véetné odkazu na www stranky) a seznam zkratek.

a) Aktudlnost tématu a pfistup diplomanta k feSeni
Vybér tématu povaZuji za aktudlni, cilem prace bylo sledovat produkci a stabilitu

modifikovanych a pfirozenych nukleaz pfi jejich expresi v systému ,,leaf factory* s pouzitim
druhu Nicotiana benthamiana.Vhodn& zvolené téma prace umoZnilo diplomantce zcela
samostatné splnit zadany cil. Vlastnimu feSeni pfedchazela rozsdhlad literarni re3erSe,
prezentovana ve vlastni praci. Pro pfedpokladané zaméry feSeni byl vyb&r metod a postupil
pln¢ odpovidajici.



b) Vyuziti odborné literatury a zvoleny postup feseni

Diplomantka vyuZivala zcela dostaCujici rozsah literatury. Zvoleny postup feSeni
povazuji za prospéSny pro ziskani potfebné laboratorni praxe v postupech, které jsou nyni
vyuzivany vét§inou pracovist’ v této oblasti vyzkumu.

c) Dosazené vysledky, jejich pfinos a moznost praktického vyuZiti

Nejvét§im pfinosem prace je sledovani produkce a stability pfirozené (TBN1 wt) a
modifikovanych (TBN1 N119D, TBN1 N137D, TBN1 N211D) nukleaz. Pro jejich mozné
ovlivnéni byly pfedb&€Zzné¢ vybrdny supresory gene silencingu, glykosyltransferdzy a
transkripéni faktory. Geny jednotlivych proteinii byly exprimovany v listech Nicotiana
benthamiana, do kterych byly vpraveny pomoci infiltrace bakterii 4. tumefaciens. Systém
»leaf factory” byl sestaven ze supresoru gene silencingu pl9, glykosyltransferaz ALG3 a
CGL a transkripéniho faktoru 1-HIMyb3.

d) Zavéry, cil prace a jeho splnéni

Provedené experimenty s pouZitim analyzy western blot ukazuji, Ze molekulova
hmotnost jednotlivych rekombinantnich nukledz je pfi produkci v daném systému ,leaf
factory* stabilni. Z vysledkd je zfejmé, Ze jednotlivé mutované nukledzy maji rozdilnou
molekulovou hmotnost, coZ naznaCuje, Ze by v jednotlivych N-glykosyla¢nich doménach
mohly byt cukerné feté€zce s riznou délkou.
Pouzité nukledzy vykazovaly velkou stabilitu v daném systému ,,leaf factory* i p#i aplikaci
riznych ,,modifikatori” ménicich metabolismus listu. Detekovany byly pouze kvantitativni
zmény.

¢) Pisemny projev, tiprava a prehlednost

Pisemny projev diplomantky je dobry, pouziti &eskych a pfevzatych nazvi je
vyvazeny, uprava prace a minimum pfeklepl svéd¢i o sv€domitém pfistupu k diplomové
praci. Jako ptiklad pieklepu uvadim na str. 35 ...... byly pozorovany jak kvantitativni
(minoritni prouzek navic) tak kvantitativni zmeény....

f) Ptipominky oponenta

K vlastni praci a jeji prezentaci nemam zZadné zasadni negativni pfipominky, jen dva
dotazy:

- Jaké objemy byly pouzivany pro listovou infiltraci?

- Pro¢ pro stanoveni aktivity byla pouZita metoda radialni difuze a ne inkubace
nukleaz se substratem v roztoku

g)_Zavére¢né hodnoceni

PiedloZena diplomova prace svou odbornou trovni zcela spliluje poZadavky kladené
na diplomové prace. Autorka prokazala schopnost orientace v odborné literatufe, v praci
pfinasi diikazy o samostatném piistupu k préci v laboratofi. Na zéklad¢ t€chto skutecnosti ji
hodnotim
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Véc: Posudek diplomové priace

Diplomova priace Bc. Anny Tycové se zabyva analyzou rekombinantnich klont apoptotické nukleazy
v systému “leaf factory” pfi koinfiltraci modifikujicimi geny.

Formalni stranka zpracovani diplomové prace dava tusSit, Ze prace byla psana v ur€itém Casovém
shoou (pomé&mé vysoky pocCet pieklepi napfi€¢ textem, nelplny seznam zkratek a chyby
z nepozornosti (napf. dvojnasobné pouziti slova kvantitativni ve vét€ na str. 35: “Pro koexpresi
v systému ‘leaf factory’ byl ze sledovanych supresorii gene silencingu vyloucen p15, u kterého byly
pozorovany jak kvantitativni (minoritni prouZek navic) tak kvantitativni zmény spekter esteraz.” ¢i
$patn& vysvétlena zkratka glc v seznamu zkratek, pfi¢emzZ v textu je vysvétiena dobie)). Slovni projev
je pak zatiZzen celou fadou spise slangovych vyrazii ¢i nepfeloZenych slov, pfiemZ neni sjednoceno
ani jejich psani v uvozovkach, piipadné otiazka sklofiovani (napf. overexprimované, supresorii gene
silencingu, “leaf factory” atd.). Nutno podotknout, Ze velka nejednotnost panuje v popiscich obrazki
a v nékterych pfipadech je popisek svou heslovitosti nedostatetny (napf. obr. 13 &i obr. 16 az 20).
U tfech obrazki (obr. 4, 23 a 25) pak neni patrna jejich propojenost s textem, protoZe na n€ v textu
chybi odkaz.

Literarni piehled je zpracovan jasné a pfehledné a obsahuje viechny informace potfebné k pochopeni
teoretického pozadi prace. V &asti “Materidl a metody” jsou zachyceny srozumiteln€ a dostatecné
podrobné pouzité metody.

Z charakteru prace je patrné, Ze Bc. Anna Tycova shromaZzdila velké mnoZstvi experimentalnich dat a
v prub&hu méfeni diplomové prace si osvojila specifické laboratorni techniky. Je proto $koda, Ze
samotna prezentace vysledkii je na nékterych mistech velmi stroha aZ heslovitd, coZz ubira na
srozumitelnosti textu. Interpretace nékterych vysledki (pfedev§im kap. 5.1.1) je nejasna, zasluhovala
by proto hlubsi analyzu. Konkrétni pfipominky viz otazky niZe.

Pfes uvedené poznamky je nutno fici, Ze studentka v pfedloZené praci prokazala svoji schopnost
ziskani experimentalnich dat a jejich prezentace a interpretace i v ramci §ir$i souvislosti, a praci proto
doporuduji k obhajobé. Diplomovou préci hodnotim stupném velmi dobfe.

Konkrétni pripominky a otizky k predloZzené diplomové prici:

1) Zpracovani vysledkti v kapitole 5.1. je nepfehledné a nejasné. PiedevSim neni patrné, ktery
proteinovy profil byl pouZit jako standard pro uréeni zmén spektra esteras v piitomnosti efektorr. Byl
to vzorek oznateny zkratkou 4404 na obr. 13? Pokud je tomu tak, co je minéno slovem , kontrola“ na
obr. 14?7 Mohla byste pfesnéji vysvétlit Vami vyhodnocenou skute¢nost, ze supresor p19 nejméné
modifikoval spektrum esteras, nebot’ dle mého nazoru jsou proteinové profily v pfitomnosti supresoru
p19, p25 a AC2 vpodstaté totozné (obr. 13).

2) V posledni vété kapitoly 5.1.2 zmiilujete kvalitativni zmény v pfitomnosti glykosyltransferas ALG3
a CGL. Mohla byste piesnéji vysvétit, jaké kvalitativni zmény vyhodnocené na zakladé obr. 15
v piitomnosti ALG3 a CGL mate na mysli?
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3) V poslednim odstavci zavéru uvadite vétu ,,PouZité nukleazy vykazovaly velkou stabilitu v daném
systému ,leaf factory* i pfi aplikaci niznych ,modifikatori‘ ménicich metabolismus listu. Detekovany
byly pouze kvantitativni zmény.“ Naproti tomu v kap. 5.1.1 a 5.1.2 opakované mluvite 0 zménach
kvalitativnich i kvantitativnich. Co tedy pfesné myslite slovnim spojenim ,,dany systém“?

4) Pro€ ptedpokladate, Ze by koinfiltrace ,,supresoru gene silencingu p19“ a transkripéniho faktoru I-
HIMyB3 méla mit vliv na molekulovou hmotnost exprimovaného proteinu (prvni odstavec kap.
53.2)?

5) Kapitola 5.3.2 se vénuje ,,odhadu zmény exprese nukleazy TBN1 wt a jejich modifikaci pfi
koexpresi ALG3, CGL, p19 a I-HIMyb3“ pomoci metody Western blot. Jak si vysvétlujete, Ze pro
nékteré vzorky modifikovanych nukleas nebyl zaznamenan pozitivni signal pfi reakci s protilatkami
proti nuklease TBNI1, piestoZze tyto vzorky vykazovaly nukleasovou aktivitu (napf. TBNI1
N137D+CGL; TBN1 wt + I-HIMyb3)?

6) V casti “Materily a metody” je vedle deglykosylanich mutanti zmin&na i hyperglykosylovana
nukleasa TBN1 D61S. Nicméné narozdil od deglykosylacnich mutantl nejsou v &asti vysledki pro
tuto hyperglykosylovanou nukleasu zminény Zidné vysledky (s vyjimkou elektroforetické
pohyblivosti a imunoreaktivity na obr. 31). Tento protein tedy slouZil pouze jako jakysi standard
elektroforetické pohyblivosti (viz diskuze)?

7) V kapitole 5.1 je zmin€no pouZiti kmene AS1 viroidu PSTVd, nicméné v metodiach neni uveden
zpisob infiltrace tohoto viroidu. Jednalo se o zpiisob pouZity pro bakterie (kap. 4.4), nebo byl zplisob
infiltrace jiny?

8) Vzhledem k tomu, Ze nativni elektroforéza je pouZivana pro kvantitativni vyhodnoceni zmény
spektra esteras, jakym zptusobem bylo zajisténo dodrZeni podminek umoZitujicich toto vyhodnoceni?
(Pozn.: V metodach (kap. 4.6, str. 30) je pouze konstatovano nasledujici: ,Paty den od infiltrace byly
z listis vystfiZzeny infiltrované zony...“ a nasledné dole na téZe strance: ,,10 ul vzorku bylo smichano
s 5 ul nanaseciho pufru.©)
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