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Zadané cile prace, véetné tématu literarniho prehledu:

Cile prace

- Zavést metody zalozené na technice PCR/RFLP pro analyzu exprese transkriptu u vybranych
patogennich mutaci v genu NPC1.

- Zavedené metody pouzit pro vySetieni kultur koznich fibroblastl od pacientd s NPCI.

- Zavést sekvenaéni analyzu promotorové oblasti genu NPC1.

- Provést sekvenaéni analyzu promotoru u pacienti.

- U nove diagnostikované pacientky provést analyzu mutaci v genu

- NPCI (sekvenacni analyza, ptipadn¢ metoda MLPA).

Niemann-Pickova choroba typu C (NPC) je vzacné zdvazné neurodegenerativni onemocnéni
s autozomalné recesivnim typem dédi¢nosti. Diagnostika onemocnéni NPC je zaloZena na
fad¢ laboratornich vySetfeni, jednim ze zékladnich diagnostickych pfistupi je analyza
mutaci.

Kauzalni terapie je u Niemann-Pickovy choroby typu C v soucasnosti stale neuspokojiva.
Proto se vyvijeji nové terapeutické postupy, které jsou zaloZeny na posileni exprese
mutovaného NPCI1 proteinu ¢i na vyuziti chaperont, které napomahaji ke spravnému

prostorovému uspoiadani a stabilité proteint.

K této problematice pfispiva i predkladana diplomova prace, ktera je vénovana zejména

studiu vlivu genotypu na expresi transkriptu a analyze struktury promotoru.

Duvody k feseni téchto otazek jsou nasledujici:

- Schopnost buiiky produkovat mutantni transkript je prvnim indikdtorem pfitomnosti mutantniho
proteinu, jehoZ biologickou aktivitu by bylo mozné ovlivnit pisobenim chaperont.

- Vzacné varianty v promotorové oblasti by mohly ovliviiovat expresi genu NPC1.

Diplomova prace je sou¢asti grantu IGA MZ CR (NT12239-5/2011):
Niemann-Pickova choroba typu C: klinickd, molekularné geneticka, biochemicka a
morfologicka studie. Navrh novych diagnostickych a prediktivnich algoritmii.

Piistup studenta k praci s literaturou:

Potiebnou literaturu studentka ziskala od Skolitelky nebo ji samostatné vyhleddvala na
odbornych informacnich serverech (pfedev§im NCBI). Na zaklad¢ studia kapitol

z odbornych knih a védeckych ¢lankl z mezinarodnich ¢asopisti ziskala studentka potiebné
teoretické znalosti, které pak vyuzila zejména v uvodni Casti prace a v diskusi pfi interpretaci
svych vysledkl. Studentka se rovnéZ naucila pracovat s internetovymi databazemi a
specialnimi programy pro analyzu a upravu sekvenci DNA/RNA. Tyto dovednosti pak
vyuzila pii zavaddéni novych metod a vyhodnoceni vysledkii.

Pristup studenta k praci v laboratofi (pfistup pii uceni se novych metod, aktivita,
samostatnost, systematicnost prace i dochazky do laboratote):

Studentka prokézala zru¢nost, pili, samostatnost, schopnost pracovat v tymu. Rychle se
naucila metody pouzivané v laboratofi a zavedla metody nové. Za pouziti specialnich
pocitacovych programu navrhla vhodné postupy analyzy a ty potom optimalizovala na
kontrolnich vzorcich. Studentka tak zavedla metody pro analyzu exprese transkriptu u péti
riznych patogennich mutaci v genu NPC1. Tyto optimalizované metody dale vyuzila




k analyze vlivu genotypu na mnozstvi transkriptu u 12 tkanovych kultur. Studentka dale
zavedla sekvenaéni analyzu promotoroveé oblasti genu NPC1 a sekvenci promotorové oblasti
vySettila u 31 pacientl. K provedeni mutacni analyzy u nov¢ piichozi pacientky pouzila
metody zavedené v laboratofi — pfimé sekvenovani PCR produktii a metodu MLPA.

K vesker¢ praci v laboratofi pfistupovala studentka velmi zodpovédné, aktivné a peclive,
projevovala velky zdjem o danou problematiku.

Pristup studenta p¥i sepisovani prace:

K sepisovani prace studentka pfistupovala aktivné, vysledky a jejich interpretaci
konzultovala se Skolitelkou a dal$imi pracovniky laboratofe. Provadéné analyzy a vysledky
zaznamenavala v peclivé vedenych protokolech, jejich souhrn potom ptenesla do diplomové
prace. Studentka uplatiiovala své vlastni napady, které se Skolitelkou prubézn¢ konzultovala.
Velmi ptinosné byly diskuse nad rliznymi aspekty prace, kdy studentka projevila velky zajem
o danou problematiku.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Studentka pracovala na své praci 16 mésici a vzhledem k velké pili se ji podafilo shromazdit
dostatecné mnozstvi experimentalnich podkladu k sepsani prace. Vysledky prace jsou cenné
a Ize na né navazat dal§imi experimenty pfi feSeni grantového projektu. Vysledky rovnéz
byly soucésti prednasky prezentované na 28. pracovnich dnech dédiénych metabolickych
poruch (Tébor, kvéten 2013, abstrakt ptilozen k diplomové praci — Piiloha 10) a
predpokladédm, ze budou soucasti publikace v mezinarodnim casopise. Vzhledem k relativné
kratkému Casovému intervalu pro feSeni dané problematiky a §ifi provadénych analyz nebyl
dostate¢ny Casovy prostor pro precizni sepsani prace, formalni stranka prace neni zcela
bezchybna. Preklepy a v nékterych ptipadech ne zcela piesné formulace v§ak nemohou
prevazit nad skute¢nosti, ze studentka uspésné splnila vSechny vytycené cile.

Diplomova prace splituje vSechna pozadovand kritéria a doporucuji ji k obhajobé.
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