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Oponentsky posudek na praci Bc. Adély Hejzlarové
Efektivni screening bazovych editori v mutagenezi Drosophila melanogaster

PfedloZzend magisterska prace se vénuje velmi zajimavému a aktualnimu tématu. Autorka se ve své
praci rozhodla zkoumat efektivitu nastroji pro genovy editing spjatych s Crispr-targetovacim systémem.
Tento moderni pfistup, ktery nevyzaduje indukci dvouvlaknovych zlom a jejich reparaci at uz pomoci HR
nebo NHEJ) by mohl vyresit problémy s toxicitou Crispr-Cas9 a umoznit modifikaci nékolika mist za pouziti
jediného konstruktu. K testovani efektivity tohoto ndstroje in vivo bylo vyuZito D. melanogaster, jakozto
zavedeného modelového organismu pro genetické studie. Modifikovanym mistem byl zacatek, pripadné
konec intronu genu white. Poruseni hranice intronu ma za nasledek jeho nesestfizeni, pfipadné vynechani
exonu a tim i naruseni funkce cilového genu. To je vtomto manifestovano snadno detekovatelnou zménou
barvy oci dospélych jedincu.

V ramci predloZené magisterské prace se autorka podilela na vytvoreni konstrukt( k cilené modifikaci
genu white a jejich otestovani v praxi. Snadna analyza fenotypu umoznila srovnat efektivitu ¢tyf rliznych
nastroja ve trech rdznych teplotach na Uctyhodném poctu 116 tisic jedincd.

Prace samotnd je ¢lenénd podle standardniho formatu. Svym rozsahem 68 stran, na kterych jsou
vysledky prezentovany ve 21 obrdazcich a 20 tabulkdch, a podloZenim textu 85 citacemi prevainé
cizojazycné literatury, predstavuje predlozena prace velmi obsahle a dobte zpracované dilo.

V Uvodu autorka vécné avsak dostatecné seznamuje ¢tenare se vsemi potifebnymi fakty k pochopeni
jeji motivace zabyvat se danou otdzkou a predstavuje pfehled praci, které v minulosti pfinesly k danému
tématu zasadni informace. Uvod préce je napsan velmi struénymi, presnymi a dob¥e provazanymi vétami,
co? svéd¢i o velmi vyzralé vyjadfovaci schopnosti autorky. Uvod je sepsén &tivou formou.

Cile prace jsou jasné formulovany v péti dilcich ukolech, kterych je mozno s pomoci pouZitych nastrojl
dosdhnout.

Materidl a metody jsou velmi precizné vypracovany a az na nékolik drobnych nejasnosti poskytuji
vétsinu informaci nutnych k opakovani experiment(. Navic dokumentuji Siroké spektrum metod, se
kterymi se studentka v pribéhu realizace projektu musela detailné seznamit, jako je izolace DNA, PCR,
gelova elektroforéza, restrikéni Stépeni, transformace, sekvenovani, prace se sekvencemi, atd.

Vysledky tvoti velmi obsdhlou ¢ast prace, ktera je kvalitné zpracovana a zejména po grafické strance
znacné presahuje ocekdvatelny standard od magisterskych praci. Autorka ve vysledcich popisuje
konstrukci gRNA, klonovani vektoru pro mnohocetnou produkci gRNA, kfiZzeni, ovéfeni kyzenych linii,
stanoveni efektivity indukce mutaci v rozlicnych teplotnich podminkach a ovéreni vzniku zdmén pomoci
sekvenovani.

Vysledky prace jsou nasledné velmi dobfe diskutovdny v kontextu soudobé literatury a aktudlnich
védeckych poznatk.

Presto, Ze praci hodnotim jako vybornou, mam nékolik otazek, jejichz zodpovézeni povazuji za
duleZité pro adekvatni posouzeni kvality prace.

e Pozorovala autorka vliv aktivace nékterych konstruktl na miru prezivani jedinca?

¢ Analyza byla provadéna pouze na samcich, coz znacné zjednodusuje analyzu fenotypl (proc je
tomu tak?), jaké projevy bychom mohli ocekavat u samic a proc?

e Existuje podle autorky moznost vyloucit vznik off-target mutaci? Jakym zplsobem by bylo moznou
nezadouci vazbu enzymu na DNA analyzovat, pfipadné identifikovat vznik zmén?
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e Ackoli se mi Uvod svou jednoduchosti libil, mozna by nebylo od véci popsat stav véci pravé u
Drosophily, jaké mechanismy a moznosti spojené s Crispry dnes jsou? Autorka zminila prime editting,
pripadné indukci tkanové specifickych nutaci, mohla by struéné popsat princip téchto technik?

e Jakym mechanismem by autorka odlvodnila vznik rozsahlych deleci a inzerci namisto editace
cilové sekvence?

e Autorka velmi pékné diskutuje moznost vzniku mozaicistnich jedinc, mohla by moznost jejich
vzniku osvétlit i u obhajoby?

e Rad bych autorku upozornil na drobnou chybu v kfizeni (obr. €. 3).

e Zavérem bych se autorky zeptal, zda projekt koncipovala s aplikaénim zdmérem, a zda nepovazuje
editaci genu white za eticky problematickou a neobdva se potizi s publikovanim takového vyzkumu.

Praci doporucuji k obhajobé a véfim, Zze budu moci s prihlédnutim k obhajobé ohodnotit tuto praci
jako vybornou.

V Ceskych Budéjovicich, dne 2.1.2023
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