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Nizev prace: Vliv transkripénich regulanich elementii na sestfih pre-mRNA

Cile prace:
Cilem diplomové prace bylo zjistit, zda vzdalené transkripéni regulaéni elementy mohou
mit vliv na alternativni sestfih pre-mRNA in vivo.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 78
Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova: ANO
Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni piehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSer8i relevantni Gdaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostate¢né a jsou v préci spravné citovany? ANO

Material a metody:
Odpovidaji pouZité metody experimentélni kapitole? ANO
Kolik metod bylo pouzito? >10
Jsou metody srozumitelné€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkt dostacujici? ANO
Postacuje mnoZstvi experimenti k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny n&jaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO
Hypotézy jsou formulovany v souladu s aktualni literaturou, ale uvital bych podrobné;jsi
diskuzi planovanych navazujicich experimenttl, jak pokracovat v dané problematice ¢i jak
zdokonalit pouzivanou metodiku.

Zavéry (Souhrn):
Jsou vystizné? ANO

Formalni troveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova trovei):
Formalni Groveti prace je velmi dobra, patii k tém lepSim pracem, které jsem mél doposud moZnost
oponovat. Obrazova dokumentace je dostacujici, grafika je pfehledna. Text je srozumitelny a
jazykova Groveii (aZ na n€kolik pteklepti) je dobra.




Splnéni cilii price a celkové hodnoceni:
Uvod prace potvrzuje, Ze se autor béhem studia sezndmil se studovanou problematikou. Autor
prokazal zvladnuti fady metod, véetn& velmi aktualni CRISPR/Cas9, a dokdzal souhrnné
interpretovat ziskané vysledky a diskutovat jejich vyznam v kontextu sou€asnych znalosti. Prace
splnila vSechny experimentaln{ cile stanovené v jejim zadani, a proto praci bez vyhrad doporucuji
k prijeti.

Otazky a pripominky oponenta:
Text je peclivé zpracovan, ojedinéle se vyskytuji pfeklepy. Mensi vyhradu bych mél k ndzvoslovi
enzym{, kde autor pouZiva nestandardni koncovku -asa (namisto doporu¢ované —4za Ci
,,anglické* —asa). Ve zkratce RT-qPCR (mimochodem, neni uvedena v piehledu zkratek) znamena
,,RT“ reverzni transkripci a nikoli ,,real-time*, jak je uvedeno. P¥ipominky k vysledkim:

o Predikce enhanceru (kapitola 5.1): byly pfi definovani transkripéniho enhanceru pouZity
n&jaké kontroly (pozitivni nebo negativni) k podpofe/ovéteni vysledkt? Jak vypadala
predikce v ~ 23 kbp oblasti od nalezeného enhanceru k poc¢atku FNI genu?

o Identifikace HeLa KO linii (kapitola 5.6): Jak doSel autor k zavéru, ze HeLa KO linie
obsahuji 4 alely FNI genu? Byl podet alel n&jak pfesnéji uréen nebo je néjaka evidence
z literatury? Je pravdépodobné, aby v 1 klonu byly deletovany 4 alely, kdyz byly celkové
ziskany pouze 3 klony z 96 testovanych (~ 3% udinnost Cas9 delece)? Byly ziskané klony
sekvenovany (k potvrzeni pfesného rozsahu delece)?

e Semi-kvantitativni PCR (kapitola 5.7): V obrazku nejsou uvedeny odchylky — jedna se o 1
experiment (z vicero provedenych)? Normalizace byla provadéna na exon 38 — pro€ pravé
tento? Byly zkouSeny i jiné exony (nap¥. na poSatku FNI genu)? Nebylo by s vyhodou
navrhnout primery pies intron, aby se zamezilo ptipadné kontaminaci genomovou DNA?
Soucet mnoZstvi PCR produktii ,,zahrnuti EDB* a ,,vynechani EDB“ by teoreticky mél byt
stejny jako ,,celkova“ exprese (,,exon 38%), coZ evidentné neni (viz. sloupecek wt) — jak si
to autor vysvétluje? Zmeénily by se vysledky, kdyby byly vSechny normalizovény pouze na
celkovy FNI (,,exon 38“) u wt bun&k? Pro¢ se k porovnani pouZivala smésnd linie HeLa
bunék? — pouZiti negativnich (wt) klond ziskanych b&hem selekce by definovalo miru
variability mezi jednotlivymi klony a vylouéilo, Ze pozorované rozdily jsou dany jen touto
proménnou. V panelu D bych uvital stejny obrazek i pro analyzu ,,vynechéni“ exonu EDB.

e RT-qPCR (kapitoly 5.8 a 5.9): zde bych uvital uvedeni hodnot Cr, které byly ziskany pti
real-time PCR — jak vysoka byla exprese FNI v porovnéni s GAPDH? VysledKy jsou dosti
odlisné od semikvantitavni metody (kapitola 5.7) — zmé&nily by se né&jak vysledky pti
pouZiti jiné buné¢né linie (s vy$§i/niz8i expresi FNI)? V obrazku 5.9 bych uvital uvedeni
vysledkti i pro ,,vynechédni“ EDB exonu — byl soucet ,,zahrnuti EDB* a ,,vynechani
EDB*“ roven celkové expresi FN! (,,exon 38“)? Byly vysledky RT-qPCR ptesnéjsi
v porovnani se semi-kvantitativni PCR (kapitola 5.7)?

OtazKky o obhajobé:

1) Dala by se n&jak zpfesnit predikce aktivnich elementl (enhancer/silencer) pouZitim
dal3ich existujicich databéazi (napf. vzdélené interakce mezi chromatinem)?

2) Kolik alel FNI genu je pfitomno v HeLa buiikach? Mohl by autor uvést néjaké postupy,
jak to ptesné(ji) zjistit? Mohly by se k analyze pouZit i jiné bunééné linie?

3) Jak si autor vysvétluje rozdily ve vysledcich semi-kvantitativni a real-time PCR? Jaké jsou
vyhody a nevyhody téchto metod?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

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