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C. Budéjovice, 25. kvétna 2015

Posudek skolitele na magisterskou praci Marka Rennera: “Cilena mutageneze endogenniho genu in D.
melanogaster programovatelnymi nukleazami”.

Magisterska prace Marka Rennera je soucdsti dvou projektt nasi laboratore - jednak rozvoje metod
mutageneze pomoci umélych nukledz a rovnéz i projektu vyzkumu adenozinové signalizace. Pfed nékolika
léty jsme zahdjili projekt na vyuZiti programovatelnych nukleaz pro mutagenezi nejprve testovanim funkce
nukledz na bazi zinkovych prstd, pies nukledzy na bazi TAL efektor( (tzv. TALENU) a v sougasnosti jsme diky
Markovi zavedli i mutagenezi pomoci systému CRISPR/Cas. K zavedeni posledné jmenovaného systému
jsme nakonec pfistoupili, pfesto, Ze jsme byli s G¢innosti TALENU velmi spokojeni. Diivodem byly vysoké
naklady na mutagenezi, zplsobené ztratami drahocenné RNA v dulsledku relativné nizké frekvence
prezivani mikroinjikovanych embryi.

Marek nejprve zahdjil praci na pripravé TALENového paru pro mutagenezi drozofiliho genu CNT1.
Po dokonceni konstruktll a pripravnych pokusd jsme se vsak z financnich dlvod( rozhodli vyzkouset na
tomtéZz genu mutagenezi systémem CRISPR/Cas. Byly pfipraveny celkem 3 konstrukty specifické pro
mutagenezi CNT1. CRISPR/Cas se ukazal jako $tastnd volba a vechny 3 zvolené konstrukty pfi mutagenezi
fungovaly a to svysokou ucinnosti. Ztohoto dlivodu jsme jiz k plvodné zvolenému postupu pomoci
TALENU nevraceli, nebot jsme ziskali minimalné dva nezavislé mutanty v genu pro CNT1.

Béhem své prace Marek zvladl navrhovani mutagennich konstruktd, detekce mutaci, krizeni
drozofil, mikroinjikace vajicek i ndro¢né metody klonovani — véetné retézové ligace metodou ,Golden Gate”
atd. Marek je student, ktery odvede praci, ktera se od néj ocekdva, dovede si pokusy zorganizovat a
svéfenému problému rozumi. Ve své prdci projevil i znatnou houZevnatost a cilevédomost. Na rozdil od
ostatnich studentl pracuje hlavné v noci. Analyza mutantl a kfiZeni zabraly trosku vice ¢asu, nez ocekaval,
¢imZ mu zlstalo trochu méné Casu na zpracovani vysledk(. Tato prace viak v nasi laboratofi otevrela cestu
dals$im genetickym projektdim zdvislym na mutagenezi a rovnéz ziskani mutanti vgenu CNTI budou
vyznamnym prinosem pro pochopeni homeostaze purin( u drozofily. Chtél bych timto Markovi podékovat
za dosazené vysledky a poprat mu Stésti i v dalsi praci. Je ziejmé, Ze predloZzend prace spliiuje naroky
kladené na kvalitni magisterské prace a doporucuiji ji k obhajobé.
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