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Naézev prace: Vliv mutace PRPF8 na sestfih RNA a jeji role v retinitis pigmentosa

Cile prace

Prace se zabyva studiem konkrétni, klinicky relevantni mutace v proteinu PRPF8, ktera byla
identifikovana u pacientu s retinitis pigmentosa. Cilem prace bylo zavedeni experimentalniho
modelu — diferenciace hiPSC bunék nesoucich mutaci v PRPF8 proteinu na hiPSC-derived
RPE buriky a validace jejich uspésné diferenciace. Déle také analyza a verifikace vysledka
ziskanych z RNA-Seq analyzy téchto bungk.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 56

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné¢? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:

Odpovidaji pouzité¢ metody experimentalni kapitole? ~ ANO

Kolik metod bylo pouZito? V praci je popsano celkem 9 metod, z nichZ vétsinu provedla
pfimo autorka prace, pouze pfiprava RNA-Seq knihoven a bioinformatick4 analyza byla
provedana kolegy z laboratofe. Kontribuce autorky je jasné a prehledné popséna.

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledki dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentt k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledk@i? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny né&jaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni drovei price (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):




Formalni uroven prace byla velmi dobra, prace je piehledné ¢lenéna a obsahuje minimum
preklepti.

SplInéni cili prace a celkové hodnoceni:

Autorka splnila cile své diplomové prace. Usp&sng diferenciovala hiPSC burnky nesouci
mutaci v PRPF8 na hiPSC-derived RPE buriky. Experimentalné ovéfila, e mutace nema vliv
na diferenciaci bun€k ani nezpusobuje viditelné morfologické zmény. Pomoci RT-gPCR
ov¢fila hladinu nékterych downregulovany transkripti a také specifické zmény

v alternativnim sestfihu vybranych sestiihovych faktort identifikovanych v RNA-Seq
analyze.

Otazky a pripominky oponenta:

1) V metodach uvadite vzorec pro vypocet ,.intron retention* z qPCR dat. Pro tento
vypocet je zasadni znat hodnotu primer efficiency pro dany par primerti. Mohla byste
popsat jak jste tuto hodnotu ziskala (pfipadné jak byste ji ziskala, pokud jste ji
neméfila sama).

2) Obrazek 19B — vSechny testované transkripty ukazuji vy$si intron retention ve WT
burikéch. Jelikoz tyto introny obcahuji PTC mohou vést k degradaci mRNA pomoci
NMD. Jak4 je fyziologicka relevance zjisténého rozdilu v alternativnim sesttihu?
Vidéla jste pomoci qPCR nebo v Ribo-Seq datech niz$i hladinu mRNA SRSFS a
HNRRNPHI1 u WT buné¢k?

Pripominky:

Uvitala bych detailnéjsi popis obrazové dokumentace u Volcano plotii — piisobi na mne
poné€kud neintuitivné. V Obr.12 jsou podle textu mRNA downregulované v mutanté na pravé
stran¢€ a maji pozitivni log2FC zatimco negativni log2FC znaéi mRNA v mutanté
upregulované. Pomohlo by napf. barevné rozdéleni p¥imo v obrazku (na up a down) nebo
alespon detailn€jsi popis osy x. Podobny problém jsem méla i s Obr.18 kde je na ose x
IncLevelDifference, ale neni jasné zda pozitivni hodnota znamena vice intron retention

v mutant¢ nebo ve WT. Obrazky by méli byt idealn& co nejvice sebevysvétlujici, aby
zakladni informace byly pochopitelné bez hledani v textu pouze z obrazku a p¥ipadng
legendy.

U obr. 19A bych spise volila zobrazeni pozice primeri piimo v obrazku neZ jen popis jejich
pozice v legendé.

Navrh hodnoceni oponenta

[X] vyborng [] velmi dobte [] dobfe []nevyhovél(a)

Podpis oponenta: / /
P auwdrg




