Posudek oponenta

Autor prace: Bc. Lukas Lenart

Nazev prace: Vyuziti CRISPR/Cas9 systému k pfipravé bunécného modelu cystickeé fibrézy pro

vysokokapacitni testovani latek

Typ prace*: diplomova

Kritérium hodnoceni

Hodnoceni

B C D

E

nelze
hodnotit

rozsah prace, vyvazenost rozsahu jednotlivych ¢asti

1 a jejich strukturovanost

> kvalita literarni reSerse (napf. mnozstvi pouzitych
ptivodnich pramennych zdrojii, vhodnost vybéru)

3 naplnéni cilil podle zadani prace a poznatki z
literarni reserse
spravnost a Uplnost legend u obrazki a tabulek

4 | (napf. srozumitelnost bez zretele k ostatnimu textu,
vysvétleni znacek, jednotky uvadénych veli¢in)
spravnost pouzivani citacnich odkaza (napfr.

5 | pfitomnost necitovanych udajl, dodrzovani
jednotného stylu citaci)

6 vystiznost souhrnu prace v ¢eském a anglickém
jazyce

7 | graficka uprava textu a obrazku

8 jazykova a stylisticka aroven, respektovani platné X
nomenklatury a terminologie

9 |volba vhodnych experimentalnich metod

10 srozumitelnost a vystiznost popisu pouzivanych X
metod

11 | aroven zpracovani experimentalnich dat

12 adekvatnost interpretace dil¢ich experimentalnich
dat

13 diskuze (souhrn ziskanych vysledkl a jejich

zaclenéni do kontextu dosavadniho vyzkumu)

Poznamka 1: Pokud charakter prace nedovoluje pouZit nékteré z Kriterii
hodnoceni, poufZijte sloupec "nelze hodnotit"

Poznamka 2: Hodnoceni kfizkujte

Poznamka 3: Do vysledné zndmky se zapocitavaji jen hodnotitelné polozky

*_ vyberte , bakala¥fska“ nebo ,diplomova“

Znamka
(A-F)

Konkrétni pfipominky a dotazy (moZno pfipojit samostatny list), slovni zhodnoceni pro¢

oponent hodnotil timto zplsobem (zejména pfi hor§im znamkovani)

V predlozené diplomové praci se autor Lukas Lenart vénuje tvorbé bunécnych modell pro

studium cystické fibrézy. V ramci teoretické casti prace sepsal uceleny prehled aktudlnich

informaci o podstaté cystické fibrozy vcéetné jeji léCby a také o CRISPR/Cas9 systému a

technologii HiBiT/LgBiT, které byly pouzity k vytvofeni bunéénych modeld. Tato ¢ast prace je

na velmi dobré Urovni. V experimentalni ¢asti prace se autor zabyva validaci WT-CFTR-HiBIiT




bunétného modelu a také navrhem CRISPR/Cas9 systému pro vneseni mutace
AF508/AF508-CFTR. Detailné popisuje ucinnost sekvencné odlisSnych gRNA stanovenou
dvéma nezavislymi metodami, a to za pouziti T7 endonukledzy | a TIDE analyzy. Kladné
hodnotim ovéreni WT-CFTR-HiBiT bunécného modelu pro pouziti k vysokokapacitnimu
screeningu chemickych latek modulujicich aktivitu CFTR a optimalizaci postupu ziskani
polyklondlnich linii AF508/AF508-CFTR-HiBiT. Diplomova prace Lukase Lenarta je
vypracovana velmi peclivé a prehledné. Praci bych pouze doplnila o tabulku sloZeni reakéni
smési PCR v podkapitole 4.4.8 Validace primerud pro amplifikaci modifikované oblasti CFTR.

K praci mam tyto doplfiujici dotazy:
1) Jaka je incidence cystické fibrézy v Ceské republice?

2) Popiste podrobnéji mechanismus uc¢inku a vazebné misto lumakaftoru,
elexakaftoru, tezakaftoru, ivakaftoru, nesolikaftoru, posenkaftoru, dirokaftoru.
Zaroven uvedte jejich chemickou strukturu. Vyzkousel jste efekt nékteré z
uvedenych latek na WT-CFTR-HiBIT reporterovou linii?

3) V podkapitole 5.1.3 Specifické snizeni exprese WT-CFTR-HiBiT pomoci RNA
interference uvadite maximalni sniZeni exprese CFTR na 40 % aZz 50 % oproti
kontrole. Uvedte zplsoby jakymi by bylo moiné dosahnout vyraznéjsiho snizeni
hladiny CFTR.

4) Lze ocekavat u AF508-CFTR-HiBiT polyklondlnich linii sniZeni proliferace vlivem
introdukce mutaci do lokusu CFTR? VyzkouSel jste detekci CFTR proteinu v
ziskanych polyklonalnich liniich? Srovnani by Vdm mohlo usnadnit naslednou izolaci
monoklonalni linie AF508/AF508-CFTR-HiBIT.
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