Ooponentsky posudek diplomové prace Bc. Daniela Matéju
“Functional analysis of hPrp8 mutations Tinked to
Retinitis Pigmentosa”

Predkladana prace plné zapada do mozaiky, kterou se snazi
laborator Dr. D. Stanka z Ustavu molekularni genetiky
prispét k poznani sestrihu pre-mRNA. V tomto pripadé ve
spojitosti k degenerativnimu onemocnéni ocni sitnice
Retinitis Pigmentosa. Téma prace ,Functional analysis of
hPrp8 mutations T1linked to Retinitis Pigmentosa“ je
vysoce aktualni, zejména s ohledem na vzristajici
poptavku po genové terapii a personalizované mediciné v
kTinické praxi.

Autor si dal za cil testovat vliv nékolika vytipovanych
mutaci z klinickych vzorku, vyskytujicich se v proteinu
hPrp8 pri Retinitis Pigmentosa, a objasnit zplsob, jakym
tyto mutace ovlivnuji ,,chybny“ sestrih pre-mRNA vedouci
k rozvoji tohoto degenerativniho onemocnéni.

Pri reseni tohoto cile autor prokazal velkou
experimentalni zrucnost a zvladnuti Siroké palety
modernich technik molekularni biologie, poCinaje
kTonovanim, pripravu siRNA a vyuziti této techniky Kk
knock-down expresi, tvorbu stabilnich bunécnych Tinii az
po techniky FRAP, FISH, po spisSe biochemické metody jako
je imunoprecipitace, western blot a dalsi
elektroforetické metody.

K UspéSnému splnéni zadaného tématu prispéla jisté i
teoreticka znalost problému, ktera se odrazi v pomérné
vysokém poctu citovanych praci, které diplomant precetl
pri studiu problému. Velkou teoretickou znalost tématu
odrazi i prehledné zpracovany teoreticky uvod k diplomové
praci.

Diplomova prace obsahuje radu puvodnich a kvalitnich
poznatkl, které budou vyuzity v pripravované publikaci
s vysokym autorskym podilem diplomanta. Vysledky jsou
v diplomové praci presentovany prehledné a jsou strizlivé
hodnoceny.

Domnivam se, ze v praci neni zasadnéjsSich chyb (krom
nékolika pochybeni ve formatovani, obcasny preklep, nékdy
neni uvedena koncentrace). Po formalni strance jde o
praci s jasnym logickym clenénim a peclivym zpracovanim.
vysledky jsou dostatecné dokumentované a v diskusi
dostatecné komentované. Tedy jen nékolik pripominek. Pro
prehlednost mi chybi kapitola ,,Cile diplomové prace”, kde
by bylo jednoznacné formulované zadani diplomové prace,
stejné tak i kapitola ,zavér“, kde by diplomant prehledné
shrnul, co se z vytcenych cilu podarilo splnit. Dale jen
nékolik osobnich pripominek: V Uvodu jsem se tésil, ze se
doCtu vice informaci o samotném onemocnéni Retinitis
Pigmentosa, které je vSak zminéno jen kratce a stejné tak
i v diskusni casti bych cekal vétsi propojeni ziskanych
vysledki s timto degenerativnim onemocnénim.



K diplomantovi bych meél také neékolik otazek, které mé

napadly pfi Cteni jeho prace:

1. ProC pouziva pri kultivaci bakterii teplotu 30 °C?
Jaké jsou vyhody dvoustupnové selekce pri metodé BAC
recombineering?

2. Diplomant zkouSel testovat vliv mutaci, pripadné
knock-down hPrp8 v HeLa bunkach. Tedy, zda neexistuje
néjaky TlepSi bunécny model pro Retinitis Pigmentosa
nez tato bunécna linie?

3. Rad bych védél, zda mutace spojené s Retinitis
Pigmentosa zachranuji fenotyp u knock-down hPrp8
modelu v souvislosti s akumulaci U5 v Cajalovych
téliskach?

4. zda existuji ¢i jsou jiz testovany néjaké Técebné
postupy na Retinitis Pigmentosa (nemusi jit nutné o RP
spojenou s mutacemi v hPrp8)?

5. zda spojeni hPrp8 s GFP nemlze samo o sobé néjak
ovlivnit prirozenou funkci a lokalizaci hPrp8 v bunce?

zavérem chci konstatovat, Ze jde o praci kvalitni, ktera
prinesla nové poznatky, jez maji byt publikovany
Vv recenzovaném casopise. Bc. Daniel Matéju prokazal, ze
béhem magisterského studia zvladl moderni védecké metody
a ma vysoké teoretické znalosti v dané oblasti. Jelikoz
prace splnuje vsSechny zakonné pozadavky dané prislusnym
zakonem a predpisem, doporucuji jeho diplomovou praci
pIné k obhajobé a hodnotim znamkou 1
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