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Skolitelsky posudek diplomové prace Bc. Jarmily Havelkové

Plvod endogenniho poskozeni DNA u neurodegenerativnich onemocnéni

Pfedlozena diplomova prace prispiva k fedeni rozsahlejSiho ERC projektu, ktery sméfuje
k objasnéni povahy a pGvodu endogennich poskozeni DNA zpUsobujicich neurodegenerativni
onemocnéni. Je znamo, Zze mutace v genech faktor( ucastnicich se oprav jednovlaknovych
zlomi DNA souvisi s cerebralni ataxii, kfeCovymi stavy a zachvaty, spojenych s degeneraci
neuronu. Pfesny mechanismus, jakym se tak déje, je vSak stale neznamy. Nase pozorovani
naznacuji, Zze jednim z mechanismu degenerace neuroni mize byt nadmeérna aktivace proteinu
PARP1, bunéného senzoru jednovlaknovych zlomd DNA. Hlavnim cilem predlozené prace
bylo zméfit hladinu endogenniho DNA poskozeni pomoci aktivity PARP1 a identifikovat pivod
téchto poSkozeni v bunkach pacientu s autozomalné recesivni spinocerebelarni ataxii spojenou
s mutacemi v DNA opravném faktoru XRCCH1.

Jarmila béhem své prace potvrdila, Ze v bufkach izolovanych z XRCC1 mutovaného
pacienta se hromadi nejvice poSkozeni DNA béhem S faze bunécného cyklu a ze zbytkova
hladina proteinu XRCCL1 je v bufkach pacienta dostate¢na k opravé poskozeni DNA, ktera
vznikaji béhem G1/G2 faze. Pro dalSi experimenty proto vyuzila pfipravené bunécéné linie, ve
kterych byl protein XRCC1 odstranén kompletné pomoci metody CRISPR/Cas9. Pomoci
elegantnich pfistupl doSla k zavéru, ze nejcastéjsi endogenni jednoviaknové zlomy DNA, které
nejsou spojeny s replikaci DNA a vyskytuji se v G1/G2 fazi bunécného cyklu, vznikaji béhem
oprav alkylovanych nebo oxidovanych bazi DNA. Vysledky prace budou nyni validovany
v neuronech izolovanych z mySiho modelu onemocnéni a publikovany v prestiznim
mezinarodnim ¢asopise.

Laboratorni praci, ktera vedla k ziskani zdafilych vysledkl, se Jarmila vénovala
intenzivné a v laboratofi travila mnoho ¢asu. Velmi rychle si osvojila fadu zakladnich
experimentalnich technik, které provadéla precizné s pouzitim potfebnych kontrol. Je tfeba
vyzdvihnout, Ze Jarmila pracovala samostatné, a vedle kultivace nadorovych linii, zvladla velmi
naroc¢nou kultivaci a manipulaci s primarnimi kulturami pacientskych vzorku, kdy musela mnoho
experimentl opakovat, aby ziskala dostate€né mnozstvi bunék potfebné ke statistickému
vyhodnoceni. Statisticka analyza byla pro Jarmilu velmi dilezita, proto vénovala jejimu studiu a
samostatnému hodnoceni vysledk( spoustu ¢asu a Usili, ¢ehoz si velmi vazim. Jarmila pfi
sepisovani diplomové prace prokazala, Ze je schopna pracovat s literaturou, ze ziskané
vysledky dokaze srozumitelné prezentovat, interpretovat a kriticky zhodnotit. Zavérem mohu
fici, ze Jarmila se své diplomové prace zhostila se cti. Pfedlozena prace dle mého nazoru
splfiuje poZadavky kladené na magisterskou praci, doporuéuji ji proto k obhajobé a hodnotim
znamkou vyborné.

V Praze dne 8. zafi 2020 Mgr. Hana Hanzlikova, Ph.D.
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