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Vedouci prace: RNDr. Ondiej Machofi, PhD.

Cilem prace Petra Nickla bylo zavést technologii CRISPR/Cas9 v zebfi¢ce Danio rerio. Tato metoda byla v
dobé piichodu Petra v na$i laboratofi zcela nova. Petr po peclivém studiu dostupné literatury nejprvé
sam navrhl mozné zptsoby feseni. Po konzultaci s vedoucim Petr pouZil plazmidovy vektor pT7-gRNA
(Addgene) a purifikoval kratké gRNA. CRISPR zkompletoval s rekombinantnim proteinem Cas9 od firmy
Pnabio.

Po otestovani funkce komplexu in vitro Petr Nickl injikoval zminéné komplexy do oplozenych vajicek
Danio. Navrhl i¢innou formu testovani DNA mutageneze pomoci PCR amplifikace a analyzy
heteroduplexii po elektroforéze na polyakrylamidovém gelu. Timto zptisobem rychle vytipoval mutace v
generaci FO Danio, které déle kfiZil a nalezl vhodné mutanty v generaci F1. Petr k dal$im experimentim
vybral rozsahlej3i delece DNA, které je mozné jednoduse ové&fovat pomoci PCR a elektroforézy na
agarozovém gelu. Finalnim potvrzenim bylo sekvenovani cilovych mist DNA. Vysledkem prvnf asti prace
byly tfi riizné mutované linie pro gen Meisla a dvé linie pro gen Meislb. Fenotypické zmény Petr ovéfil in
situ hybridizaci a analyzou tvorby chrupavek v embryich. Jako kontrolu pouZil morfolina pro geny
Meisla a Meislb, u kterych pozoroval podobné zmény.

Petr b&hem své diplomové prace velmi ispésné zvlad| fadu novych metodickych piistupt, napf.
molekularni klonovani, in situ hybridizaci, pfipravu anti-sense RNA sond, histologické barveni chrupavek,
mikro CT tomografii, immunofluorescenéni barveni atd. Petr pracoval velmi samostatné a svédomité,
&etl relevantni odbornou literaturu a stravil v laboratofi mnoho hodin nad ramec bézné diplomové prace.
Mohu poctivé fici, Ze jeho prace v mnohém dosahovala kvality dizertaéni prace PhD. K publikaci jeho
vysledkd je potieba jen vice ¢asu, ktery do terminu jeho zavérecnych zkousek nezbyval. Diplomovou

praci Petra Nickla viele doporucuji k pfijeti a pteji mu mnoho dalsich Gsp&chi ve védecké praci.
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