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Naézev prace: Vyhledavani genomickych mist s trvalou expresi integrovanych retrovirti:
piistup pomoci kufecich nadort indukovanych RSV

Zadané cile price, véetné tématu literarniho prehledu: Predkladana disertaCni prace
prinasi dalsi kapitolu naseho komplexniho vyzkumu zaméfeného na etablovani vektor( na
bazi pta¢ich leukosovych a sarkomovych vir (ASLV) jako néstroje pro pfenos geni a
piipadné i pro genovou terapii. Vyuziti vektorti na bazi ASLV, a retrovirovych vektora
obecné, je do znaéné miry omezeno nestabilitou jejich exprese v burikach savci.
Epigenetické mechanismy namifené proti genomovym parazitlim inaktivuji integrované
retrovirové vektory a limituji dlouhodobou expresi transdukovanych gend. Transkripéni
inaktivace je pfitom silné zavisla na pozici integrovaného vektoru v genomu hostitele. Cilem
této magisterské prace bylo lokalisovat v hostitelském genomu sekvence DNA, které
umoziiuji dlouhodobé stabilni expresi retrovirem transdukovanych genti a kde jsou
integrované retroviry chranény pted transkripéni inaktivaci.

Pristup studenta k prici s literaturou: Vyhovujici, nemdm zadné pfipominky.

Pristup studenta k prici v laborato¥i (pfistup pii uceni se novych metod, aktivita,
samostatnost, systemati¢nost prace i dochdzky do laboratofe): Jan Kotab zvladl velké
mnozstvi riznorodych technik, pracoval ke konci svého plisobeni v naSem oddéleni bez
kazdodenni supervise, pfiméfené tviréim a samostatnym zptisobem. V pocatku jeho
experimentalni prace jsem nebyl spokojen s pravidelnosti dochazky do laboratofe, coz téz
zavinilo odklad obhajoby. V poslednim roce jsem jiz byl pln€ spokojen.

PFistup studenta p¥i sepisovani prace: Jakkoli chvalim experimentalni vysledky Jana
Kotaba, musim kriticky zminit nékteré nedostatky vlastniho spisu pfedlozeného k obhajobé.
Prace ma pomérné maly rozsah a byla sepisovana ve spéchu kvuli skluzu pfi dokon¢ovéni
experimentd. V uvodu jsou struéné zminéna zékladni fakta o integraci retrovird a
preferencich jednotlivych retrovirovych skupin. Nekteré kapitoly by mohly byt bohatsi,
naopak na za¢atku tivodu jsou nékteré uidaje u¢ebnicového charakteru. Jadrem vysledk je
tabelarni vycet integranich mist, ktera se podafilo spolehlivé zatadit do genomové sekvence.
Slovni popis vysledki nemohl byt podstatné obsahlejsi, bylo ale mozno na jednotlivych
piikladech (obrazky 15 a 16) vice komentovat moZnosti a principy probihajici genomické
analyzy. Zavéry jsou formulovany sttizlivé a korektné, jejich diskuse je pfimétend. Dojem
z ptedlozené magisterské prace snizuji téz cetné preklepy, chyby typografického razu,
nesystematické pouzivani zkratek a nékolik chyb v odkazech na literaturu. Je to $koda,
protoze dosazené experimentalni vysledky jsou kvalitni, budou publikovany a inspirovaly
nas dalsi vyzkum v této oblasti.

Splnéni cili price a celkové hodnoceni: Jan Kotdb béhem své diplomni prace vytvofil
cenné nastroje pro studie tohoto typu a pofidil cennd primarni data, ktera se v bezprostredni
budoucnosti stanou jadrem zajimavé publikace. Ve své praci diplomant vyuzil na§ dobie
charakterisovany systém indukce nadort u kufat virem Rousova sarkomu (RSV). Je zndmo,
Ze progresivni rust nadort je v tomto systému zavisly na kontinudlni expresi onkogenu src;
integraéni mista RSV, resp. jeho replikaéné defektivni varianty, pfedstavuji tedy posice
v genomu, kde nedochdzi k uml¢ovani genové exprese. Tento systém je limitovdn poctem




experimentélnich zvifat, ktera jsou k disposici, na druhé strané jde vSak o systém nesmirné
stringentni a biologicky relevantni téZ ke studiu chronické onkogenese u retrovird. Jan Kotéb
rozpracoval pro tento projekt pakazovani replikaén€é defektivni ale transformacné
kompetentni varianty RSV, techniku inversni PCR, klonovani integra¢nich mist a sekven¢né
charakterisoval okolo sto padesati takovych integra¢nich mist, které byly mapovany do
aktudlni genomové sekvence kura domdciho. Tato sada integracnich sekvenci je
v soucasnosti podrobovana bioinformatické analyze s cilem najit pfevladajici genomické
charakteristiky. Nebylo moZno zafadit do magisterské prace definitivni vysledky
bioinformatické analyzy, také proto, Ze jsme &ekali na uvolnéni nové verse databaze chicken
genome assembly, kterd je k disposici teprve v sou¢asnosti. Celkové pensum odvedené préce,
kala metod, které diplomant usp&$né zvladnul, a vysledky ptedlozené k obhajob¢é podle
mého nézoru velmi dobie spliiuji poZadavky obvykle kladené na magisterskou diplomovou
praci.

Néavrh hodnoceni $kolitele: Dosazené vysledky Jana Kotéba jsou podle mého soudu kvalitni
a dostate¢né pro magisterskou diplomovou praci, doporuduji je k obhajobé. Kvili
nedostatk@im pisemného vypracovani magisterské prace navrhuji klasifikaci velmi dobfe.
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