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Diplomova prace Bc. Venduly Vaclavkové je zamérena na studium proteinu Laminu A/C a
jeho role v demetylaci samciho prvojadra, ke které dochazi kratce po oplozeni. V prvni ¢asti
prace se autorka vénuje stanoveni miry methylace v promotorové oblasti genu Nanog a
enhancerové oblasti genu Oct-4. Mira methylace byla stanovena metodou bisulfitové
sekvence ve vajicku, spermii a zygoté. Autorka pozorovala snizenou miru methylace po
oplozeni, coz je vsouladu s dosavadnimi publikovanymi studiemi. V dalsi ¢asti prace se
autorka pokousela stanovit mnoiZstvi proteinu lamin A/C v GV oocytech. Pro tento
experiment byla pouZita metoda Western blot a ke kvantifikaci byla pouzita standardni
kfivka vtvorena nanesenim rekombinantniho laminu A/C o znamé koncentraci. V zavéru jsou
popsany experimenty, kde se autorka snazila zjistit vliv laminu A/C na DNA demethylaci, ke
které dochazi po oplozeni.

Prace je dobre napsang, text je formulovéan jasné a ¢lenén prehledné, graficka c¢ast prace je
zpracovana peclivé. Prace je ¢lenéna do osmi kapitol. Uvodni kapitoly ukazuji, Ze autorka se
orientuje v dané problematice, a Ze zvladla veskeré pouzivané metody. Co bych textu vytkla
je premira pouzivani zkratek, u mnohych znich, by podle mé bylo lepsi ponechat
nekracenou formu (napf. nuclear laminla (NL) nebo nuclear membrane (NM)). Na strané 15
je pouzito 6 novych zkratek, coz je dle mého ndzoru pfiliS a vyznamné to ztéZzuje nasledné
Cteni textu. Vysledky jsou prezentovany prehledné, jen u obrazk(i 9 a 15 bych pfimo do
obrazku doplnila, o ktery gen se jedna (stejné jako je tomu u obrdzku 10). V zavéru prace
jsou pak vysledky shrnuty a podrobné diskutovany. Kvalitu diplomové prace trochu snizuje
chyba v popisu obrazku (Obr. 10 zygote Oct-4, myslim, Ze tam ma byt 57 % misto 75%) a
zminovana nadmira pouZivani zkratek.

V souhrnu tato prace ukazuje, Ze autorka zvladla fadu experimentdlnich metod a je
schopna vlastni tvorby odborného textu.

Otazky a pripominky:

1) Obr. 10 — Piekvapilo mé, Ze se jednotlivé PCR reakce u Oct-4 tolik lisi, jako ze
v jedné je vSe methylované a v druh¢ naopak nic (u ostatnich genti se jednotlivé PCR
reakce tolik nelisi). Je to bézny jev pro Oct4? Jak byste to vysvétlila?

2) U Western blotii (Obr. 12) mi ptfijde velmi slabé znaceni protilatkou. U GV vzorki

cvwr



standardu. I v diskuzi piSete, ze pro detekci neni mozné pouzit koncentraci niz§i nez
0,512 ng/ul. Zaroven ale pro vytvoreni standardni kiivky vyuzivate koncentrace nizsi
nez 0,512 ng/ul (0,204 ng/ul; 0,081 ng/ul). A dokonce u bloti A,BaE je
koncentrace laminu A/C u GV vzorkl stanovena pod detek¢ni limit (tzn. mén¢ nez
0,5 ng/ul). Myslite si, ze téchto okolnosti je mozné z vasich western blotli opravdu
urcit koncentraci laminu A/C v GV? Nebylo by mozné pro detekci laminu A/C pouzit
vice materialu nebo zkusit jinou protilatku?

3) Pro detekci laminu A/C byl pokazdé pouzit jiny pocet GV. Pro¢ tomu tak bylo?
Neplanujete zopakovat experimenty s vice GV pro 1zolaci laminu A/C, aby byl
protein lépe detekovatelny?

4) Obr. 12- U pozitivni kontroly to u vétsSiny blotl vypada, jakoZe protilatka znaci dva
bandy, zatimco u GV znaci pouze jeden. Co konkrétné Vami pouzita protilatka vaze?

5) V praci byly pouZzity dvé rlizné protilatky proti laminu A/C a kazdd znadi trochu jinak
(Obr. 12 a Obr. 14). Mohla byste, prosim, tyto dvé protilatky porovnat a vysvétlit
pro¢ béhem studie byly pouzity dvé rGzné protilatky?
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