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Hodnoceni prace:

a) Odborna uroven a zpracovani teoretické ¢asti: vyborna
b) Naro¢nost pouzitych metod: vyborna
c) Zpracovani metodické Casti (pfehlednost, srozumitelnost): velmi dobré
d) Kvalita ziskanych experimentalnich dat: vyborna
e) Zpracovani vysledkl (pfehlednost, srozumitelnost): velmi dobré
f)  Hodnoceni vysledkl v€etné statistické analyzy: velmi dobré
g) Myslenkova uroven a rozsah diskuse vysledku: velmi dobra
h) Srozumitelnost, vystiznost a adekvatnost zaveéra: velmi dobra
i)  Splnéni cil( prace: vyborné
i) Mnozstvi a aktualnost literarnich odkazu: vyborné
k) Jazykova uroven (stylisticka a gramaticka uroven): vyborna
[)  Formalni uroven prace (Clenéni textu, grafické zpracovani): vyborna

Doporuéuiji diplomovou praci k uznani jako praci rigorézni [X]

Pfipadné poznamky k hodnoceni:

Predlozena prace diplomantky Nikoly JaSCevské zabyvajici se topoisomerasou Il beta a
jejim plsobeni v nadorovych burikach je pomérné zdafila. Velmi povedena je teoreticka ¢ast,
ktera je na vysoké odborné urovni s celou Fadou citaci, nezatizena trivialnimi kapitolami.
Pochvalit bych chtéla také uvod, ktery opravdu pékné uvede ctenare do projektu, jehoz
soucasti pfedkladana prace je, a vymezi roli, kterou diplomantka v celém projektu méla.

V metodické Casti je opét pékné srozumitelné uvedeno, jakym zplsobem byly linie HL-60

s mutaci v TOPIIb pfipraveny. Zde bych pouze chtéla vytknout, Ze se prace nedrzi pouze
jednoho oznaceni; v cilech prace je uvedeno, ze se pracuje s mutantnimi liniemi 49 HL-60 a
71 HL-60, které jsou ale dale oznaCovany jako homozygotni HL-60-/- a heterozygotni a HL-
60+/-.

Popis vysledkd ma ponékud kolisavou kvalitu a nékdy neni pfili§ srozumitelny. Statistické
rozdily jsou zmifovany, nikde ovSem neni popsano jakym zplisobem bylo toto testovano

Diskuze je celkem zdafila v oblasti kontextu citované literatury, ale zaveéry, které vychazeji
z vlastni prace nejsou zcela v pofadku.



Vyty€ené cile byly beze zbytku splnény, ale formulace zavérd neni zcela presna (pouziti
primerQ a tedy stanoveni pfitomnosti/nepfitomnosti mutovaného genu neodhaluji depleci
enzymu).

Dotazy a pfipominky:
poznamky

V metodické ¢asti v tabulce 1 (s.36) by méla byt uvedena i koncentrace primeru. Na s. 43
popisujete stanoveni viability a koncentrace DEX a DAU jsou uvedeny v pl.

Z obr. 15 je vidét z kfivek tani, Ze pfi nepfitomnosti templatu vznika také produkt, tyto
primery, tedy evidentné nejsou vhodné, protozZe pfi pouziti nespecifického barviva SYBR
Green budou davat fale$né vysledky, zavéry vyvozené experimentl s pouzitim téchto
primerd nemusi byt spravné.

U navrhu primeru je uvedeno, ze byly vytvofeny také varianty reverse primerd, jejich
sekvenci, ale nikde nevidime. Trochu matouci je pak tabulka, ktera ukazuje pouziti primert
forward i reverse se stejnymi Cisly. Zde by bylo dobré uvést i délky predpokladanych
produktl, kdyz ve vysledcich je ukazana i separace na agarézovém gelu. Na obr. 16 by mél
byt popis velikosti fragmentu v zebficku DNA, také rozliSovaci schopnost na tomto gelu neni
idealni, v pfipadé vzniku velmi kratkych fragmentt by mohlo byt vhodnéjsi pouziti
akrylamidového gelu pro separaci.

dotazy:

V teoretické Casti popisujete regulaci transkripce zprostfedkovanou TOPIllbeta. Muzete
vysvétlit blize vétu ze s.15 ,TOPIIb byla nalezena v oblasti promotoru téchto genu...".
Pfipadné jakou metodou se detekuje ,pfitomnost TOPIIb v promotoru“?

U popisu gPCR uvadite pouziti kontroly NWF, k ¢emu tato kontrola slouzi, co konkrétné
kontroluje? Byla pouzita i v nasledujicich experimentech s navrzenymi primery?

s.36 Tab. 2 . Ukazuje pouzity program, obvykle je vlastni PCR slozeno ze tfi teplotnich
krok(. Kdy dochazi k nasedani primerl ve vasem experimentu?

Na s. 35 uvadite, Ze byl z panelu referenénich gent vybran B2M, na dalSi strané uvadite, ze
byly pouzity tfi "houskeep geny". MUzete objasnit jak byly referenéni geny vybirany?

Souvisi spolu néjak tab. 14 a graf na obr. 21? Neni mi jasné, co znamenaji normalizované
hodnoty signalu, kde napfiklad u heterozygétni linie u enzymu TOPIla jsou Cisla fadové jinde
nez ostatni Cisla, ale v grafu je bez detekce TOPIIb. Neni mozné, Ze doslo k néjaké
zameng?

Jak si vysvétlujete, Ze v heterozygétni linii nebyl detekovana pfitomnost TOPIIb?

V diskuzi uvadite, Ze i pres pfitomnost zkracené formy mRNA nevznika v burikach protein
nebo je rychle degradovan. Mlze pfi deleci 13 nukleotidl v koédujici oblasti genu vznikat
protein, ktery by byl detekovatelny specifickymi protilatkami?

hodnoceni, prace je: vyborna k obhajobé: doporuéuji

V Hradci Kralové 18. kvétna 2021 podpis oponenta/ky



