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Nazev prace: Uloha de novo DNA metyltransferaz v transkripénom umléovani
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leukézového virusu.

Cile prace
1. Zavedeni inducibilntho expresniho systému pro regulovanou expresi savei de novo
metyltransferazy DNMT3a v kufeci bunééné linii DF-1 a posouzeni jejiho vlivu na
umlcovani integrovaného ASLV vektoru.

o

proviru v lidskych buné¢nych liniich HCT116 a HCT116_ DNMT3b-/-.

(U'S)

inhibitory histondeacetylaz a DNA metyltransferaz.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO NE
Rozsah prace (pocet stran): 107

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumiteln¢? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroja? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostateéné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Materidl a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO

Kolik metod bylo pouzito?
Mnoho:prace s tkanovymi kulturami, transfekce, bézné virologické metody, FACS
analyza, klonovani, metoda globalni analyzy metylace genomové DNA. bisulfitova
reakce, PCR (semi-nested PCR, qPCR), aj.

Jsou metody srozumitelné popsany?
ANO, vyborné vysvétleny principy méné znamych metod, hezky popis vektora.

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO  vyborné
Je dokumentace vysledkt dostacujici?  ANO
Postaéuje mnozstvi experimentt k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi{, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkd? ANO je diskuzi
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny né&jaké hypotézy &i ndvrhy na dalsi feeni problematiky? ~ ANO

Vyhodnoceni vlivu lidské de novo DNMT3b metyltransferazy na umlCovani integrovaného

Analyza metyla¢niho stavu regula¢nich LTR sekvenci proviri a moznosti jejich reaktivace




Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné?  ANO, v préci vSak postraddm souhrnnou interpretaci dosazenych vysledk.

Formalni aroven price (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova uroven):
Grafickd uprava je vybornd, pouze popisky u obrazki jsou priili§ strohé, coz ve
vysledkové Casti znatn€ komplikuje orientaci. Jazykovou uroven nejsem kompetentni
hodnotit, je vSak ziejmé, Ze si autor velmi dobfe osvojil formalni védecky jazyk a
vytvofil hutné, av§ak nepiili§ ¢tivé, védecké dilo. Zaroven se v textu vyskytuje
nejednotnost v pouzivani slovesnych ¢ast, takze hlavné v diskuzi Casto neni ziejmé, zda
autor komentuje svoje ¢i publikované vysledky anebo zda se jednd o pouhé spekulace.

Splnéni cila prace a celkové hodnoceni:

VSechny vytycené cile se autorovi podafilo splnit. MnozZstvi a zpracovani provedenych experimenti
lze povaZzovat za nadprumérné. Tato prace bezpochyby spliuje vSechny pozadavky kladené na praci
diplomovou a s radosti ji 1ze doporucit k obhajobg.

Otazky a pripominky oponenta:
e neni uveden zdroj nebo zplisob pripravy kompetentnich baktérii E. coli-XL-1 Blue.
e tab. 5.2, str. 86 uvadi jiné klony nez obr. 5.23. V popisu k obrazkim 5.23. a 5.24. bych
ocenila informaci o charakteristice klonu (reaktivovatelny, neraktivovatelny).
¢ zmény v celkovych poctech klonti v grafech na obr. 5.18 a 5.19 v pribéhu experimentu by
mely byt vysvétleny jiz ve vysledkové casti (ne pouze v diskuzi)a v dasledku téchto
zmeén by mozna bylo vhodné&jsi uvadét rozlozeni v jednotlivych kategoriich v
procentudlnim vyjadreni. Jak si lze vysvétlit narist celkového poctu klont na obr. 5.19. v
pribéhu kultivace (72 dpi - 48 klont, 87dpi — 51 klont)?
Otazky:

e Jak se funkéne 1isi DNMT3a a DNMT3b?

¢ Byla bazalni metylace v zavedeném inducibilnim systému (linie D3aB7) porovndna s
hladinou globalni metylace v matetské linii DF-1?

e Byla pti pro vylouceni nespecifického signdlu pfi stanovovani urovné exprese DNMT3a v
zavedeném inducibilnim systému (linie D3aB7) pomoci qPCR pouzita jako kontrola
matefska linie DF-1? Byla uroven exprese genu ovéfena jinou metodou (napt. western
blot)? Byla uroven exprese DNMT3a ovéfena i v prib&hu experimentu s vektorem AG3,
tedy 25 dni po indukci?

¢ Bylanebo nebylatedy u vSech klont uvadénych na obr. 5.20 a 5.22 n¢jakym zptsobem
ovéfena piitomnost proviru? Klony, kde se piitomnost proviru nepodatilo prokéazat by asi
nebylo vhodné uvadét, nebo je nutné je alespon oznacit.

e (o presné znamena tvrzeni uvedené na str. 37, Ze ,, ... bunky deficientné na DNMT3a ako aj
DNMT3b st vysoko rezistentné k uc¢inkom 5-aza-dC (Oka et al., 2005)*. Pozorovali jste
takovou rezistenci v linii DNMT3b”? Mohou vysledky uvedené v kap. 5.2.4.2. s timto
faktem né&jak souviset?

e Bylo by mozné né&jak souhrnné interpretovat vysledky uvedené v kap. 5.2. a navrhnout
schéma nebo model, ze kterého by bylo patrné, jaka muze byt role DNMT3b pii
umléovani pta¢iho retrovirového vektoru AG3 v sav¢ich burikach?

Navrh hodnocen{ oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
vyborne [ ] velmi dobre [ 1dobie [ ]nevyhovél(a)
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