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Ndzev prdce: Vliv transkripdnfch reguladnich elementfi na sestiih pre-mRNA

Cile prfce:
Cilem diplomov6 pr6ce bylo zjistit, zdavzdillene transkripdni reguladni elementy mohou
mft vliv na altemativnf sestiih pre-mRNA invivo.

Struktura (ilen6nf) priceo odpovidf poZadovan6mu? ANO
Rozsah pr6ce (podet stran): 78
Je uveden anglickf abstrakt a klidovd slova: ANO
Je uveden seznam zkratek? ANO

Liter{rnf piehled:
Odpovfd6 tdmatu? ANO
Je naps6n srozumitelnd? ANO
Pouiil(a) autorfta) v re5er5i relevantnf idale z liter6rnich zdrojti? ANO
Jsou pouZit e literitm[ zdroje dostatednd a j sou v pr6ci spr6vnE citov6ny? ANO

Materifl a metody:
Odpovidaji pouZitd metody experimentiilni kapitole? ANO
Kolik metod bylo pouZito? >10
Jsou metody srozumitelnd popsr{ny? ANO

Experimentrilnf i6st:
Je vysvdtlen cil experimentfi? ANO
Je dokumentace qisledkti dostadujici? ANO
Postaduje mnoZstvi experimentri k zfskdni odpov6di nazadanf ot6zky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatov6ni vlastnfch vfsledkt? ANO
Jsou vfsledky porovn6v6ny s literaturou? ANO
Jsou uvedeny ndjak6 hypotflzy di n6vrhy na dal5i ie5eni problematiky? ANO

Hypot6zy jsou formulov6ny v souladu s aktu6lni literaturou, ale uvital bych podrobndjli
diskuzi pl6novanfch navazujicich experimentri, jak pokradovat v dand problematice di jak
zdokonalit pouZivanou metodiku.

Zin6ry (Souhrn):
Jsou WstiZnd? ANO

Formflni frovefi prfce (obrazov6 dokumentace, grafik4 text, jazykov6 rirovefi):
Formdlni iuoveil pr6ce je velmi dobr6, patii k tdm lep5im pracem, kter6 jsem mEl doposud moZnost
oponovat. Obrazov|dokumentace je dostaiujici, grafika je piehledn6. Text je srozumitelnf a
jazykov6 urovef, (aZ na ndkolik pieklept) je dobr6.



SpInEni cflri prrice a celkov6 hodnoceni:
Uvod pr6ce potvrzuje, Ze se autor bEhem studia seznrimil se studovanou problematikou. Autor
prok|zalzvlfidnuti lady metod, vdetnE velmi aktu6lni CRISPfuCas9,adokinal souhrnnd
interpretovat ziskane vysledky a diskutovatjejich vfznam v kontextu soudasnfch znalosti. Priice
splnila vSechny experiment6lni cile stanoven6 v jejim zadLni, a proto pr6ci bez vyhrad doporuiuji
k piijeti.

Otinl<y a piipominky oponenta:
Text je pedlivd zpracov|n, ojedinEle se vyslqrtuji pieklepy. Men5i vfhradu bych mEl k niizvoslovf
enzymfi, kde autor pouLivd nestandardni koncovku -6sa (namisto doporudovand -ipa Ei
,,anglick6" -asa). Ve zk,ratce RT-qPCR (mimochodem, neni uvedena v piehledu zkratek) zrralrrenf
,,RT" reverzni transkripci a nikoli ,nreal-time", jak je uvedeno. Piipominky k rny'sledkrim:

o Predikce enhanceru (kapitola 5.1): byly pli definovrini transkripdniho enhanceru pouZity
n6jak6 kontroly (pozitivni nebo negativni) k podpote/ovEieni vfsledkri? Jak vypadala
predikce v - 23 kbp oblasti od nalezen6ho enhanceru k pod6tku FN1 genu?

o Identifikace HeLa KO linii.(kapitola 5.6): Jak do3el autor k z6vEru, zeHeLa KO linie
obsahuji 4 alely FNl genu? Byl podet alel n6jak piesndji urden neboje nEjak6 evidence
zliterutlxy? Je pravddpodobn6, aby v I klonu byly deletovfny 4 alely, kdyZ byly celkov6
zlskflny pouze 3 klony z 96 testovanych (- 3% ridinnost Cas9 delece)? Byly zlskand klony
sekvenoviiny (k potvrzeni piesn6ho rozsahu delece)?

o Semi-kvantitativni PCR (kapitola5.7): V obr6zku nejsou uvedeny odchylky - jedn6 se o I
experiment (z vicero provedenfch)? Normalizace byla prov6d6na na exon 38 - prod pr6v6
tento? Byly zkouSeny i jin6 exony (napi. na pod6tku FN1 genu)? Nebylo by s vfhodou
navrhnout primery pies intron, aby se z,arrrezilo plipadn6 kontaminaci genomovou DNA?
Soudet mnoZstvi PCR produktri ,,zahrn\rt| EDB" a,,vynechiini EDB" by teoreticky mdl byt
stejnf jako ,,celkov6" exprese (,,exon 38'o), coL, evidentnE nenl (viz. sloupedek wt) - jak si
to autor vysvEtluje? Zmlnily by se vfsledky, kdyby byly v5echny normalizoviiny pouze na

' celkovy FNI (,,exon 38") u wt bundk? Prod se k porovndni pouLivalasmdsn6linie HeLa
bundk? - pouZiti negativnich (wt) klont ziskanfch bdhem selekce by definovalo miru
variability mezi jednotlivfmi klony a vyloudilo, Ze pozorovand rozdily jsou ddny jen touto
promEnnou. V panelu D bych uvltal stejnf obrinek i pro analfzu,,vynech*nf" exonu EDB.

e RT-qPCR (kapitoly 5.8 a 5.9): zde bych uvital uvedenf hodnot Cr, kterd byly ziskriny pfi
real-time PCR - jak vysok6 byla exprese FNI v porovniini s GAPDII? Vlsledky jsou dosti
odliSnd od semikvantitavni metody (kapitola 5.7) - zmEnily by se n6jak vysledky pii
pouZiti jind bun66n6 linie (s vy55f/niZ5i expresf FNI)? V obrrizku 5.9 bych uvital uvedeni
vfsledkri i pro ,,vynechdnf'EDB exonu - byl soudet ,,zahmuti EDB" a oovynech6nf
EDB'. roven celkov6 expresi FNl (,,exon 38")? Byly vfsledky RT-qPCR piesndj5f
v porovniini se semi-kvantitativni PCR (kapitola5.7)?

Otinky o obhajobE:
l) Dala by se ndjak zpfesnit predikce aktivn(ch elementri (enhancer/silencer) pouZitim

dal5fch existujfcich databini (napi. vzdfilenf interakce mezi chromatinem)?
2) Kolik alel FNI genu je piftomno v HeLa buik6ch? Mohl by autor uvdst nEjak6 postupy,

jak to piesnE(ii) zjistit? Mohly by se k anallze povLit i jind bun6dnd linie?
3) Jak si autor vysvEtluje rozdily ve vfsledcich semi-kvantitativni a real-time PCR? Jakd jsou

vfhody a nevfhody tdchto metod?

N6vrh hodnoceni oponenta (zn6mka nebude soud6stf zveiejnEnlch informacf)
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