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Molekuldrni podstata autosomaln€ dominantni polycytémie

Zadané cile prace, véetné tématu literarniho prehledu:

V soucasné dobé je znamo nékolik mutaci v genech, které jsou zodpovédné za primarni
(EPOR) nebo sekundarni (VHL, HIF2a, PHDZ2) vrozené polycytémie. Podle publikovanych
vysledkti vSak existuje vice nez 30 % pacientd svrozenou polycytémii, u kterych
molekularni podstata neni znama. Ve spolupraci s laboratofi svétového experta na
problematiku vrozenych i ziskanych polycytémii prof. JT Prchala (University of Utah, Salt
Lake City, USA), byla za pouZiti nové generace sekvenovacich metod a pokrocilych
pocitaGovych algoritmi objevena nova varianta (resp. single nucleotide polymorphism, SNP)
v genu pro erytropoietin (£PO), ktera by mohla byt pfi¢inou onemocnéni u studované rodiny.
Cilem diplomové prace byla funkéni charakteristika této varianty v 5"UTR oblasti EPO genu.

Bylo navrzeno nékolik dil¢ich cila:

1. zvolit vhodny bunéény typ pro modelovani onemocnéni (bunéénd linie musi exprimovat
EPO gen),

2. pfipravit v§echny komponenty CRISPR/Cas9 editovaciho systému (plasmid exprimujici
Cas9 a vhodnou sgRNA, reportérovy plasmid pro selekci, plasmid s upravenym homolognim
templatem vhodnym pro editaci),

3. spravné kultivovat a genotypovat editované klony,

4. vybrané klony, u kterych prob&hla homologni rekombinace, pouZit pro funkéni studie.

Pristup studenta k prici s literaturou, v laboratofi, pfi sepisovani prace véetné
celkového hodnoceni:

V teoretickém tivodu studentka shrnuje zékladni védecké poznatky o erytropoietinu, drahach,
které ovliviluji jeho expresi a u kli¢ovych komponent pak popisuje jejich chemické a
biologické vlastnosti. Uvod také obsahuje informace o klinickych projevech polycytémie,
znamych pfi¢indch a mozné 1é¢bé. Osnovu a obsah této kapitoly DP studentka vytvofila
sama bez zasahu 8kolitelky, informace jsou ucelené, logicky na sebe navazuji. Nékolik pasazi
obsahuje velké mnoZstvi informaci, které jsou relevantni, ale piili§ konkrétni a detailni a
vétsina ¢tenaid se v nich bude hiife orientovat. Nicméné napsat opravdu piehledny a ¢tivy
védecky text vyZaduje mnoho zkuSenosti a véfim, Ze je studentka Casem ziskd. Metodicka
Cast je sepsand velmi precizné, obsahuje detailni popis v8ech metod, reakci, reagencii a
pfistroji. V tomto pfipadé piilisna detailnost nevadi, je dikazem, Ze studentka protokol pro
kaZzdou z uvedenych metod osobné ¢etla, pochopila a Gspésné pouzila. Vysledky a diskuze
obsahuji v8echny relevantni informace, které studentka b&hem svého piisobeni v laboratofi

ziskala a zpracovala.

Pfistup studentky k laboratorni praci byl vynikajici. V DP jsou uvedeny jen finalni vysledky,
nicméné kazdému kroku pfedchdzela dlouhd a naro¢nd optimalizace. Studentka se sama
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snazila najit nova technicka fe$eni a experimenty usp&sné provést.

DP jako celek (sepsany text + prace v laboratofi) hodnotim velmi pozitivné. Studentka
nenechala nic na posledni chvili, na textu i experimentech pracovala postupné, vSe si
rozmyslela a dovedla ke zdarnému konci — ziskali jsme minimdln€¢ jednu editovanou
bunéénou linii a funkéni studie ukazaly, Ze dand varianta v 5'UTR oblasti miZe mit vliv na
expresi EPO genu. Nicméné& budou potfeba jesté dalii studie, abychom popsali molekularni
mechanismus, ktery vede k polycytemickému fenotypu o pacientt.
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