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OPONENTSKY POSUDEK

Magisterska prace: Cilena mutageneze endogenniho genu v genomu Drosophila
melanogaster programovatelnymi nukleazami (autor prace: Marek Renner)

Jedna se o metodickou praci, jejimz cilem byla optimalizace a srovnani dvou metod
mutageneze u drozofily pro konkrétni laboratorni vyuziti. Jednalo se o techniky typu TALEN a
CRISPR, pomoci nichz byl mutovan gen CNTI.

Prace je psand hezkym a pomérné kultivovanym stylem, vyhrady lze snad najit
k nékterym gramatickym chybam, které jsou sice ne &etné, ale za to hrubsiho charakteru nebo
jazykovym nesmyslim typl ,.nejoptimalngjsi“. K Gvodu prace, kde autor vysvétluje historii
mutageneze u drozofily a principy obou typt metod, nemam zadné piipominky. Zasadni vyhrady
mam ovSem k dal$im kapitolam préce.

V sekci Material a metody autor u metody CRISPR uvadi, Ze pro tuto metodu je ,.naprosto
nezbytny plasmid pUC-Bbsl-chiRNA*®. Z toho lze vyvodit, Ze k tomuto G&elu existuje pouze tento
Jeden konstrukt, coz ale samoziejmé neni pravda. Pro ziskani gRNA je komeréné dostupna celd
rada rGznych konstruktl, které umoziuji produkci gRNA sriznou G&innosti. V pracich
byly uvedeny viibec, aby text byl srozumitelny i méné znalému ¢tendii. Napf. u CRISPR metody,
neni dostate¢né zjevné, Ze pouzita oliga jsou vlastné k sobé komplementarni, neni vysvétleno pro¢
je zvolena sekvence PAM typu NGG, zvlast kdyz v Gvodu autor uvadi, Ze existuji alespon Ctyii
typy téchto sekvenci, jako zcela zdsadni prohfesek povazuji, ze nebyla vysvétlena geneticka
skladba linie, ktera byla pouzita pro injikaci, protoze tak neni zfejmé, jak a kdy dochazi k expresi
Cas9. Z jakého divodu dal autor vibec prednost injikaci konstruktu do linie s Cas9 misto
vytvofeni stabilni transgenni linie (pro gRNA), ktera by poté mohla byt kdykoliv kiizena s linii
s Cas9? Popisy k obrazkiim povazuji za zcela nedostate¢né. Bylo by vhodné uvést schémata, ktera
by vysvétlovala metodicky postup obou metod. Je na povazenou, kdyz v magisterské praci jsou ve
slozeni reakci uvadény objemy jednotlivych komponent misto molarnich ¢i procentudlnich
koncentraci, pfipadné mnozstvi jednotek.

Ackoliv kvalita mikroinjikacnich kapilar je jednim zklicovych faktorli Uspé$né
mikroinjikace, v praci neni popsan zpusob pfipravy jehel a ani ziskané parametry pripravenych
jehel.Dechorionizace embryi pred mikroinjikaci je zcela b&znym postupem, proto je mi
s podivem, pro¢ autor dechorionizaci neprovadél jiz od pocatku svych injikaci. Védél by autor,
jaké procento vajiek u drozofily byva neoplozenych? Mohlo by byt vysoké procento
neoplozenych vaji¢ek, dané nevhodnymi laboratornimi podminkami, divodem pro netspéch
injikace? Co znamena ,,nizsi destrukce vaji¢ek™ pti nafedéni injikované DNA, jak autor uvadi?

Vyraz ,,panna* bych pfisté doporucila nahradit vyrazy ,,neoplozend, pfipadné virginelni
samice™. V kapitole 3.3.9. autor piSe, ze injikovani jedinci byli kfizeni skmenem w, +/+;
cas9/TMB Tbh, coz mné osobné nedava smysl, kdyz injikace byly provadény do stejného kmene a
k mutagenezi tak dochézelo jiz ptimo v injikovanych jedincich.

V kapitole 4.2.1. autor piSe, efektivita ligace pii pfipravé konstruktu pro CRISPR byla
pomérné vysokd. Dle mého nazoru by bylo s podivem, kdyby vysoka nebyla. Ligace 20 nt
fragmentu do vektoru s kohezivnimi konci je pomérné bezproblémovou operaci a jeji UspéSnost
neni tieba nijak vyzdvihovat. Ve vysledcich postradam celkovy pocet injikovanych vajicek,



celkovy pocet testovanych jedinci, ziskané mutacni frekvence a srovnani ziskanych frekvenci
s ocekavanymi. Bez téchto udaji neni vibec Citelné, jaké kvantum prace autor vlastné provedl. Je
pro mé piekvapujici, pro¢ pro skrining mutanti nebyla vyuzita T7 endonukleaza. Zéasadné
nemohu souhlasit s autorem, kdyz tvrdi, ze skrining pomoci T7 endonukleazy je obtizné dostupna
metoda. Stépeni pomoci T7 endonukledzy je totiz jednoduché, rychlé, levné, nevyzaduje Zzadné
specialni pristrojové vybaveni a co je hlavni - umozni detekci i drobné zmény v sekvenci DNA.

Ackoliv bylo jednim z cili prace srovnat obé metody, vysledkem v tomto ohledu bylo
pouhé konstatovani, ze ., *Nelze s jistotou fici, kterd programovand nukledza je lepSi. Vybér
vhodné nukleazy zavisi spiSe na konkrétnim ptipadé a na preferencich uzivatele™.

S technologii TALENU osobni zkusenost nemam, ale CRISPRy vyuzivdim ve svém
laboratornim vyzkumu s Gspéchem a mohu tedy tvrdit, Zze tato metoda je elegantni a velmi
jednoduchou technikou. Diky mé zkusenosti, je pro mé tato diplomova préace urcitym zklamanim.
Vzhledem k tomu, Ze se jedna o ¢isté metodickou praci, pfedstavovala bych si, ze se autor pokusi
o mnohem preciznéjsi aplikaci této metody, Zze bude srovnano vice dostupnych konstruktl pro
pripravu gRNA, pouzito vice linii jako zdroj Cas9 a budou vyzkouseny rtizné detekéni metody.

Presto konstatuji, ze piedlozena prace sice splnuje pozadavky kladené na magisterskou
diplomovou praci a doporucuji ji k obhajobé, ale vzhledem k malé propracovanosti jak
experimentalni, tak textové ¢asti, ji doporucuji hodnotit jako dobre.

Seuq g/
RNDr.Radmila Capkova Fyydrychové, PhD.

V Ceskych Bud&jovicich, 25. kvétna 2015
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Oponentsky posudek na magisterskou praci Marka Rennera — Cilena mutageneze
endogenniho genu v genomu D.melanogaster programovatelnymi nukleazami

Cilem magisterské prace bylo vytvofit mutanta v genu CNT1 a pfitom optimalizovat a
srovnat metody mutageneze a detekce mutaci. Autor popisuje ptipravu konstruktl pro
programovatelné nukledzy TALEN a CRISPR a uspésné vyuziti CRISPR nukleéz pro
mutagenezi genu CNT]1.

Prace ma po formalni strance vSechny nalezitosti, textova ¢ast je na 46 stranach, s 50
citacemi a 5 pfilohami. Je dobie formatovéna s nélezitou grafickou Gpravou. V textu neni
mnoho gramatickych chyb, ale velkym problémem je pro autora pouziti ¢arek ve vétach,
té€chto chyb je tam veliké mnozstvi a autor by na toto mél davat pozor.

Samotny obsah uspokojivé a prehledné popisuje dosazené vysledky, které nebylo
jednoduché ziskat a které jsou v ramci tohoto typu praci vyznamné. Ptesto si dovolim
upozornit na n€které problematické body prace. Pokud by autor definoval cil prace pouze
vytvofenim mutanta, bylo by to vice nez dostate¢né (jde o pomérné obtizny cil) a asi by to i
lépe odpovidalo realité. Srovnat metody mutageneze nakonec nebylo mozné, jelikoz
pristup vyuzivajici TALENy byl v priibéhu opustén. Je tfeba zminit, Ze autor ve své diskuzi
alespoil obecné srovnal tyto pristupy (kdy a pro¢ je ktery teoreticky lepsi). Podobné
detekce, coz je opét naprosto v pofadku, pokud cilem bylo mutanta ziskat. Sdm autor
pfiznava, ze pokud by zvolil i jiny zptsob detekce, mohl ziejmé identifikovat mnohem vice
mutantd.

Jako problematické téz vidim ponékud nedostate¢né vyjadreni se k mutagenezi pomoci
CRISPR napfi¢ praci. Mam dojem, Ze ptivodné chtél autor vyuzit pouze TALENYy, kterym
vénuje ve viech ¢astech vyraznou pozornost. Nakonec vsak k Gspésné tvorbé mutanta vedl
pfistup vyuzivajici CRISPR nukleazy. V tuvodu je jejich popis mnohem tspornéjsi,

z metodologie jsem dlouho nepochopil a ani to nikde neni dobie vysvétleno, pro¢ byly
spojeny tfi rizné CRISPRy do jedné mutageneze, to vyplynulo az z popisu detekce, ale
Ctenar si to musi domyslet. A zavér popisuje vse ostatni, ale u CRISPR1 pouze konstatuje,
skute€ny vyznam své prace, coz je Skoda. To se odrazi i v diskuzi, kdy autor spise diskutuje
véci, které se nedarily (to samo o sob¢ je samoziejmé Zadouci), dale teoretické srovnani
pfistupt a jejich obecné perspektivy. Ty dilezité vysledky své vlastni prace jsou ponékud
opomenuty.




Konkrétni poznamky:

1. Str. 7 — ,,Podle udajt z nasi laboratofe CNT1 z D.melanagoster ziejme¢ funguje pro
purinové nikoliv pro pyrimidinové nukleotidy“. Podle jakych udaji? Je mozné n¢koho
citovat nebo vice vysvétlit?

2. Str. 12 — ,,Pro gen CNT1 byl navrzen par TALENU do prvniho intronu genu®. Skute¢né
do intronu?

3. Str. 12 —,,Z mnoha néavrhl byl nakonec vybran navrh, ...“ Bylo by dobré popsat, na
zakladé ¢eho byl vybran ten konkrétni navrh, ne to pouze konstatovat.

4. 7 metodiky neni jasné, zda byla embrya pro injikace dechorionovana ¢i ne (str. 20
nejdiive piSe ,,...zbavena chorionu...“ a déle ,,Pfi penetraci jehly chorionem®). Pokud byla
dechorionovana, byl pouzit olej na pokryti embryi?

5. Str. 21 — 2. odstavec ve stati 3.3.8 je nesrozumitelny, co je mySleno rovhomérnym
rozlozenim ...?
6. Str 24. — , Nasledné byly mikroinjektovani jedinci kiizeni s jedinci genotypu:* Skutecné

vvvvv

7. Str. 28 — Cim je zminovany primer univerzalni (neni vysvétleno) a co autor mysli
pfimosmérnym primerem?

8. Str. 30. — ,,Pfi odstranéni chorionu z vajicek se uspésnost mikroinjikace mirn¢ zvysila,
coz je ovSem nizky pocet“. Neni jasné, co tim autor mysli? Mé&l by uvést jasné hodnoty.
Stejné tak déle na str. 31 — jaké byla celkova efektivita mutageneze, kolik mutantl z kolika
nainjikovanych jedincti bylo ziskano? Toto by byl zajimavy a dilezity udaj, ktery by autor
mél diskutovat.

9. Str. 34. — Autor se snazi porovnanim sekvenéni shody v ramci CNT proteinti zjistit
substratovou specifitu CNT1. Z celkové shody (42% vs. 39%) podle mé¢ nelze mnoho fici.
Existuji informace, které domény ¢i aminokyseliny jsou dulezité pro substratovou
specifitu? A bylo by mozné tyto dulezité ¢asti vyhodnotit u CNT1?

Rad bych, aby autor tyto kritické poznamky vnimal pfedevsim jako pohled z vnéjsku
(smysl oponentury) a pro pouceni pro piisti praci. Prace samotna i dosazené vysledky jsou

kvalitni a praci jednozna¢né doporucuji k obhajobé.

Mgr. Tomas Dolezal, Ph.D.

V Ceskych Budgjovicich, 19.5.2015




