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Oponentsky posudek na magisterskou praci Tomase Gregora: “Tkanové specificka
mutageneze modelového organismu Drosophila melanogaster pomoci TAL nukleaz”.

Predlozend prace je velmi rozsahlé dilo, které obsahuje konstrukci dvou TALENovych
konstruktu, jejich klonovani do integracniho vektoru, vybér transgennich drozofil, konstrukce
mutagennich linii a analyza vysledkd. Prace je doplnéna bohatym obrazovym materidlem a ma
celkem 76 stran.

Z prace je zifejmé, Ze student Uuspésné zvladl velké mnoZstvi modernich genetickych metod
a zvlasté ocenuji kvalitni obrazky z konfokdlniho i optického mikroskopu. Pozoruhodny je rovnéz
rozsah krizeni, které autor musel provést, aby mohl studovat Gcinky dvou rtznych TALENovych
nukledz aktivovanych ¢tyfmi rliznymi drivery.

Z formalni stranky je nejvétsim problémem jazykova stranka. Cesky jazyk je zde totiz dost
neSetrné michan se slangovou angli¢tinou. Anglickd slova je vceské vété nutné oddélovat
uvozovkami a co nejvice nahrazovat ¢eskymi terminy. Pokud chce student ukdazat, Ze umi anglicky,
je lepSi napsat celou préci vangli¢tiné. Jako pfiklad uvadim napriklad vétu ze strany 27:
»-.fotografie byly vytvoreny pomoci Image stitchin pluginu”. Obcas se objevi i zceld nové slangové
vyrazy, jako napf. na str. 12 vyraz ,zhomozygotnit“. Autor rovnéz vynechdva mezery mezi Cislicemi
a jednotkami. Obcas se v praci vyskytuji nesouroda souvéti o délce 6 radkl (napf. konec str. 12).

K autorovi mam tyto dotazy a pfipominky:

1) Z prace neni pfrilis jasné, jaky typ TAL efektorové nukledzy autor pouzil. Jednalo
se o fuzni protein uplné (nezkracené) molekuly TALE s Fokl nukledazovou
doménou podle prace Cermak et al. 2011? Od roku 2011 uzZ ale vychazely prace,
které presvédcivé dokazovaly, Ze zkracenim molekuly TALE se mnohonasobné
zvysi efektivita a sniZi toxicita vyslednych TALENG. Napf. prace Musolina a ost.
(srpen 2011), kterou autor ve své prdci cituje, pouZiva zkracenych TALE domén a
obsahuje sekvence vysoce funkénich TALENU proti eGFP).
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Zkousel autor funkci pouZitého AdoR specifického TALENového paru
v kvasinkach nebo bunééné kultufe, nez se pustil do pracnych genetickych
metod?

Na strané 66 se autor zminuje, Ze pfi ndvrhovani paru TALENG na AdoR nenalezl
zadny svhodnym endogennim restrikénim Stépicim mistem? To je velmi
neobvyklé, v genu se nenachazeji endogenni restrikéni mista anebo k restrikénim
mistim nelze navrhnout Zadné nukleazy? V ¢em byl problém?

V zavéru je uvedeno, Ze pozorované toxické efekty zfejmé nesouvisi se
specificitou TAL nukleaz. Z predloZené prace vsak neni moZné tyto ucinky
srovnat. Ma autor néjaké obrazky ilustrujici G¢inky obou TALENovych paru (resp.
paru pro eGFP a AdoR1 R) se stejnymi drivery?

Pozoroval autor vliv teploty na penetranci téchto tkarnové specifickych ucinka?

Celkové hodnotim praci velmi kladné. Autor zvladl celou fadu klasickych i modernich metod
genetiky a molekularni biologie a ziskal zajimavé vysledky. Prace spliuje veSkeré pozadavky na
magisterské prace a doporucuji ji k obhajobé. Pokud autor zodpovi dotazy a pfipominky navrhuiji
znamku ,,vyborné“.
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Michal Zurovec




Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci

Tomas Gregor: Tkanové specifickd mutagenezemodelového organismu D. melanogaster
pomoci TAL nukleaz

Oponent: David Dolezel, PhD

Biologické centrum AV CR, Entomologicky Ustav

Jihoéeska Univerzita v C.B., Pfirodovédecka fakulta
Formalni stranka:
Jednd se o praci ¢lenénou klasickym zplsobem, ktera na 76 stranach obsahuje patfi¢ny Uvod, material,
metody, vysledky a diskusi. Celkova stylisticka Groven je velmi solidni, preklept minimum. Doprovodna
schémata a obrazky jsou téz kvalitni a v dostate¢ném poctu.

Uvod je pfiméiené zpracovana reser$e popisujici metody genového editingu a dal3ich souvisejicich
technik (UAS/GAL4). Metody jsou prehledné, ve schématech kfizeni na str. 23 a 24 by mély byt Sipky
usnadnujici rychlejsi orientaci.

Vécna stranka prace:

Bcl. Tomas Gregor se zaméfil na prozkoumani moznosti pouzivani TALEnG pro tkanoveé specifickou
regulaci exprese. Tato ¢innost obnasela znaéné mnozstvi prace pocinaje sklddanim a preklonovanim
TALEnU, mikroinjikace do embryi, nasledné prace s mouchami zahrnujici ¢etna krizeni a sledovani
fenotypu. Prace tak jednoznacné predstavuje kvalitni metodicky tréning.

Jak uz to u prikopnickych praci byva, vysledek je riskantni a tak tomu bylo i v tomto pfipadé, kdy se
ukazalo, Ze i jednotliva TALnukledza vede k fenotypu, tedy k vysledku nezadoucimu. Tato pasdz je
podstatnou a dllezitou ¢asti diskuse a k ni se vaze ¢ast dotazl.

Dotazy:

1. Je znam néjaky fenotypicky rozdil mezi homozygotem a hemizygotem Adenosinového
receptoru? Pokud neni, zvazoval jsi pouziti hemizygotl pti tkanové-specifické deleci Ado-R?

2. Problémem této studie je ziskani fenotypu v kontrolnich kfizenich, kdy by jednotlivy TALen
nemél stépit DNA v uréeném misté. V diskusi je navrzena moznost homodimerizace TALEnu pres
Fokl nukledzovou doménu. Existuje néjaky zplsob, jak se této nezddouci homodimerizaci
vyhnout?

3. Vykazovaly oba TALEny (GFP, AdoR) nespecificky fenotyp? Pokud ano, byl podobny?

4. Je mozné nasledujici vysvétleni: viozenim konstruktu pro UAS::TALnukledzu na chromosom je
zpusténa exprese genu v ,dokovacim misté” (jeho blizkosti) daného chromosomu? Tato
»,missexprese” by vysvétlovala fenotyp pro oba TALEny (GFP, Ado). UmoZnuji pouzité kontroly
vyloudit toto vysvétleni? Pokud ne, navrhni dalsi vhodné kontroly.

Shrnuti

Celkovy dojem z prace je, Ze se jednad o nadprimérné dilo splnujici vSechny pozadavky kladené na
magisterskou diplomovou praci, a to konkrétné seznameni z komplexni metodikou, ale také solidni
lierdrni zpracovani. To, Ze se nepodafilo zavést priikopnickou metodou tkanové specifické mutageneze
je Skoda, kvalitu préce to ale nijak nesnizuje. Proto jednoznacné praci doporucuji k obhajobé.

V Ceskych Budéjovicich, 22. Kvétna 2015;

David Dolezel

PR



