Posudek oponenta diplomové prace
Jméno a piijmeni uchazece/ky: Bc.Gabriela Presova

Nazev prace: PRIPRAVA A CHARAKTERIZACE BUNECNYCH MODELU
LYSOSOMALNICH DEDIGNYCH ONEMOCNENI - MUKOPOLYSACHARIDOS

A. Bodové hodnoceni jednotlivych aspektii prace (oznacte pravé jednu z moznosti)

1. Rozsah DP a jeji ¢lenéni

X A - pfiméfené, odpovidaji charakteru DP a vyznamu jednotlivych ¢asti
‘B - nevyrovnané, ¢lenéni neni logické nebo rozsah jednotlivych Casti nekoresponduje s jejich vyznamem
VC - uspokojivé, rozsah nékterych ¢ésti nedostacuje

N - nedostatecné

2. Odborna spravnost

A - vyborna, bez zavaznéjsich pfipominek

bx B - velmi dobra, s ojedinélymi drobnymi zdvadami (nejasnost vykladu, chyby ve vzorcich nebo chemickych
nazvech, nedokonaly popis metod nebo vysledkii)

C - uspokojiva, s Cetn&jsimi drobnymi zavadami

N - nevyhovujici, s hrubymi chybami

3. Uvedeni pouzitych literarnich a j. zdroji
x A - bez pfipominek, viechny prevzaté idaje s citaci zdroje, celkovy pocet citaci odpovida charakteru prace
B - uspokojivé, s ob&asnymi neobratnostmi zejm. v umisténi odkazi, nebo s celkové niz8im poctem citaci

C - s vazn&jsimi zdvadami, napf. prevazuji "nestandardni" odkazy na ucebnice, piednasky, webové stranky,
nebo se ojedinéle vyskytuje opominuti odkazu na zdroj prevzatych dat

N - nevyhovujici, velmi malo citaci, ev. rysy plagidtu (¢asté opomijeni odkazu na zdroj prevzatych
dat, popf. opsani velkych ¢asti textu)

4. Jazyk prace
A - vyborny, préace je napsana ¢tivé a srozumiteln€, bez zéavaznéjsich gramatickych n. pravopisnych chyb
x B -velmi dobry, ojedinélé stylistické neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby

C - upokojivy, cetn&jsi slohové neobratnosti, gramatické n. pravopisné chyby, ojedinéle se vyskytuji
obtizné srozumitelné n. nejednoznacné formulace

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami

5. Formalni a graficka uroven prace

X A -vyborna, bez pieklepti a chyb ve formétovani
B - velmi dobré, ojedinélé chyby formatu citaci, pieklepy, chybgjici zkratky apod.
C - uspokojiva, s ojedin&lymi vétsimi (napf. vynechéni stranky) nebo ¢etngjsimi drobnymi chybami

N - nevyhovujici, s ¢etnymi hrubymi chybami



Ptipadny slovni komentaf k bodim 1. az 5. :

Pfedkladana diplomova prace popisuje vyvoj bunéénych modeli ¢yt typt mukopolysacharidos
(MPS). K tomuto ucelu byly z mononuklearnich bunék periferni krve pfipraveny indukované
pluripotentni kmenové buiiky (iPSC), v nich byly inaktivovany geny asociované s MPS pomoci
CRISPR/Cas9 a modifikované iPSC byly néasledné podrobeny chondrogenni diferenciaci.

Jiz z tohoto kratkého popisu vyplyva, Ze odborna troveii prace je vysoka, autorka prokazala, Ze je
schopna obsahnout $iroké spektrum metod a zpracovat velké mnozstvi experimentalnich dat.
Prace je velmi dobre zpracovana, dale uvadim nekolik poznamek, které¢ jsou minény spise pro
inspiraci, a které neovliviiuji celkovou troven prace.

Prace je psana &tivé, prehledng, autorka ukazuje svou schopnost pracovat s literaturou. Velmi
vzacné se objevuji stylistické neobratnosti a gramatické chyby, napf.

(1) Str 12: membréanové proteiny zajist'uji snimani dostupnosti Zivin - volila bych spiSe
monitorovani, sledovani

(2) Str 22: laboratorni diagnostika se pouZiva pro identifikaci ohroZenych ¢lent rodiny a
heterozygoti (potencionalnich pfenaSecit) — autorka ziejmé méla na mysli presymptomatické
rodinné piislusniky

(3) Str 28: Ac¢koliv by mohli byt ESC uZitecné

(4) Str 49: po rozrosteni kolonii bylo provedeno... - napf. u narostlych kolonii bylo provedeno
(5) Str 74: vy3si expresy glykosaminoglykant.

Kapitola Metody je zpracovana peclive a pichledne.

(6) Pro zvyseni atraktivity textu pro ¢tenéfe z jinych oborti bych doporu¢ovala vysvétlit, pro¢ byly
nékteré postupy provadény — napf. na str. 41 vysvetlit, proc byly my3i embryonalni fibroblasty
ozatovény. Takto se lze jen dohadovat, Ze Slo o zabranéni rizika infekce.

(7) Na str. 47 autorka popisuje, Ze v liniich obsahujicich mutaci v genu GALNS, GLBI a ARSB byla
testovéana aktivita p-galaktosidasy (GLB1). Pro lepsi orientaci v textu by bylo dobré uz na tomto
misté vysvétlit, ze GLB1 byl pouzZit jako kontrolni enzym pro linie s GALNS a ARSB deficitem
(popsano az ve vysledcich).

Kapitola Vysledky a diskuse obsahuje tctyhodné mnoZstvi vysledkd, text je doprovazen 18 obrazky
a 20 tabulkami

(8) V tabulce 4.4. na str 60 by v hlavicce misto Délka amplikonu bylo ptesnéjsi pouzit Délka
amplikonu wt alely (nebo divoké alely)

(9) Z obrazku 4.6. na str. 59 vyplyva, ze linie GLBI 3¢ nese homozygotné inserci 1N (konkrétné
dAMP), v Tab 4.4. je ale uvedena delece IN.

(10) Slabinou systému CRISPR/Cas9 je tvorba mutaci mimo cilové misto (off-target sites). Autorka
si je problému védoma, popisuje ho v uvodu. Experimentalni feSeni tohoto problému je nad ramec
diplomové préce, ale postradam k tomuto tématu alespon zminku v diskusi (napf. jakym zptisobem
bylo riziko vzniku nespecifickych mutaci osetfeno, zda in silico analyza identifikovala né&jaka
nespecificka mista apod.).



B. Obhajoba

Dotazy k obhajobé
1) Je znamo 11 typt MPS. Cilem prace byla pfiprava buné¢nych modeli pro ¢tyfi z nich - MPS
11D, MPSIVA, MPSIVB, MPSVI. Pro¢ byly vybrany pravé tyto ¢tyfi typy MPS?

2) Na obrazku 4.3. jsou znazornény vysledky pritokové cytometrie. Pritokova cytometrie neni
popséana v oddile Material a metody. MuiZe autorka podle obrazku 4.3. popsat, jak byl experiment

v W

proveden a jakym zptsobem je ziskan vysledek - procentualni zastoupeni Gsp&€Sné transfekovanych
bunék?

3) Usp&sna inaktivace cilovych gent byla v pfipadé 3 typit MPS testovana stanovenim aktivity
prislusného enzymu. Pro model MPS IIID neni metoda stanoveni aktivity N-acetyl-glukosamin-6-
sulfatasy dostupna. Jak bude v budoucnu funkénost modelu pro MPS IIID prokézana?

4)V tabulce 4.16 je demonstrovan vliv mutaci v genu ARSB na aktivitu arylsulfatasy B: Buné¢na
linie 4a obsahuje nulovou mutaci na obou alelach, buné¢na linie 4c nese nulovou mutaci na jedné
alele a in frame deleci na druhé alele. U obou linii byla zjisténa enzymova aktivita 10% vzhledem
ke kontrolni bun&¢né linii. Zejména v linii 4a by se dala o¢ekavat aktivita podstatné nizsi. Jak si
vysvétlujete pomérné vysokou zbytkovou aktivitu? Jaka je aktivita u pacientii s dvéma nulovymi

mutacemi?

Stanovisko k opravé chyb v praci:
opravny listek/oprava v textu & / NEN I zakrouzkuﬁe) podminkou pfijeti prace

C. Celkovy navrh
Praci doporucuji k piijeti k dalSimu Fizeni: @(y / NE

Navrhovana celkova klasifikace: Praci hodnotim po odborné i formalni strance jako velmi kvalitni.
Doporucuji piijeti prace jako podkladu pro obhajobu a navrhuji klasifikaci "vyborné" (A).

Datum vypracovani posudku: 29.6.2020
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