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Cile prace

- Otestovat inhibi¢ni u€inek disulfiramu na biliverdin reduktazu A (BVRA)

- Ur¢it schopnost hem arginatu (HA) a disulfiramu (DSF) revertovat latenci HIV 1 v klonu
A2 bunééné linie Jurkat

- Ovéfit synergicky ucinek HA a forbol myristyl acetatu (PMA) na reaktivaci HIV-1

- Charakterizovat vliv nadexprese BVRA a BACH2 (BTB Domain and CNC Homolog 2) na
reaktivaci ,,miniviru* HIV-1

- Stanovit fenotyp transfekovanych bunék s nadexpresi vnesenych gent po ptisobeni PMA,
HA a DSF nebo jejich kombinaci z hlediska bunécné viability a schopnosti reaktivace HIV-1

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 108

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova? ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

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

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ~ ANO

Kolik metod bylo pouZito? 12 metod, konkrétné¢ molekularni klonovani, kultivace bunék,
stanoveni bunééné viability, aktivace bunék pomoci aktivatort v tkatiové kultuie, transfekce
bunék, pozitivni selekce transfekovanych bunék, prutokova cytometrie, kvantitativni PCR,
izolace RNA, kvantitativni RT-PCR, méfeni aktivity BVRA, statisticka analyza

Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO, ale ne vZdy dostate¢né.
Je dokumentace vysledki dostacujici? ANO
Postacuje mnozZstvi experimenti k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO, v pfipad¢ reaktiva¢nich experimentti
NE V pﬁpadé transfekénich experimentﬁ ] nésledn}’/m pouiitim qPCR aRT- qPCR

N 24

tyto nedostatky upozoriiuje v diskusi.




Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni uroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova trover):

Formalni ¢lenéni prace odpovida pozadavkim. Je psana v anglickém jazyce, jazykova
uroveti je vysoka a text se dobfe ¢te. Z formalniho hlediska by se dalo polemizovat o
zpusobu psani zkratek nazvii gent a proteind, pouzivani velkych pismen a kurzivy. Graficky
je prace pomérné piehledné zpracovana. V literdrnim piehledu bych uvitala vice obrazkt
tykajicich se popisovanych signaliza¢nich drah, jinak je v§ak literarni uvod v&cny a
srozumitelny. Material a Metody jsou zpracovany dikladng, s uvedenim viech relevantnich
udaji. Nejvice vyhrad mam k vysledkové ¢&asti, schéma experimentd s jasné formulovanymi
hypotézami by usnadnilo orientaci. Cil experimentt je ve vysledkové ¢asti uveden jen u
nékterych kapitol a, i kdyZ je pochopitelny z celkového kontextu, jeho jasna formulace by
zvysila srozumitelnost. Vysledky jsou pak zpracovany v grafech a obrazcich, které jsou
samonosné a nazorné. V legendé¢ pod obrazky se v§ak né€kdy objevuje popis a hodnoceni
vysledki (napt. Fig. 14, Fig. 19, Fig. 24). Diskuse je dostate¢né obsahld a upozortiuje na
mozné nedostatky metodické i vysledkové. V diskusi jsou ziskané vysledky srovnany

s literaturou, autor se vénuje moznym vysvétlenim dosaZenych vysledki. Autor také spravné
zdUraziuje i originalitu jim ziskanych novych zji$téni.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

VSechny plivodné vytycené cile prace byly rozpracovany. Naplnéni jednoho z cilt (,,OvéFit
synergicky uc¢inek HA a PMA na reaktivaci HIV-1%) se tyk4a moje otazka ¢&islo 2. Posledni cil
byl rozpracovan, z divodu metodickych nedostatki v§ak nemiZe byt jednozna¢né uzavien.
Celkove shledavam urcité nedostatky ve vysledkové &asti, a to pfevazné v oblasti
interpretace nékterych dat. Vysledky kvantitativniho PCR v zavéreéné kapitole vysledki
(5.3.2.) podle mého nazoru neprokazuji vneseni genu BVRA do bun&né linie A2.

V disledku pak nelze zkoumat reaktivaci latence p¥i nadexpresi BVRA, jelikoz mé vysledky
nepfesveédcily, Ze k této nadexpresi dochazi (viz Fig. 22 a Fig. 23). Dalsi problematickou
interpretaci jsou vysledky prutokové cytometrie zaloZené na nedostate&ném po&tu bunék.

Z téchto posledné zminénych dat vSak autor jednoznaéné zavéry nevyvozuje. Je také tfeba
upozornit, Ze autor sim tyto problematické ¢asti diskutuje a upozortiuje na nejednoznacnost
vysledkd. Jak jiZ bylo zminéno vySe, jasné formulované hypotézy by vysledkové ¢asti
prospély. VSechny ostatni ¢asti prace maji velmi dobrou uroveri. Diplomova prace ukazuje,
Ze autor pfi jejim vypracovavani ziskal fadu novych dovednosti, poznatk® a zkuSenosti a
naucil se samostatné a kriticky pfemyslet. Nehledé na uvedené nedostatky tak diplomova
prace Bc. MaroSe Kompase splnila svijj ucel, splituje pozadavky kladené na tento typ prace a
doporucuji jeji kladné pfijeti jako podkladu pro udéleni magisterského titulu.

Otazky a pripominky oponenta:

Otazka 1. Jaké kontroly dokladaji specifitu naméfené inhibice BVRA pomoci DSF?
Pfipominka ke grafu 12: Uvadéna vlnova délka pro méfeni bilirubinu je 450 nm, v grafu u
osy y je vSak popisek 440 nm. Co z toho je spravné?

Otéazka 2. Zmiriujete synergicky u¢inek aktivatord HIV-1 latence. Jak v3ak odliSujete
synergicky a aditivni u¢inek? Uved’te ptesnd kritéria, kterd VAm umozZnila stanovit, Ze jde




pravé o synergii.

Otazka 3. EGFP exprese vyhodnocujete podle vzorce: (primérna intenzita fluorescence
pozitivnich bun¢k — primérna intenzita fluorescence negativnich bunék) * (% pozitivnich
bunék). Zajimaly by mé ilustracni dot-ploty z pritokové cytometrie, které znazortiuji
zavislost SSC (nebo FSC) na fluorescenci EGFP pfi riznych zptisobech reaktivace. Pokud
bychom meéli na zfeteli reaktivaci latence HIV-1 pro terapeutické cile, méla by nizka hladina
reaktivace u vysokého % bunék stejny ucinek jako vysoka mira reaktivace u nizkého %
bun€k? Rozpoznal byste to pti pouzivaném zpiisobu hodnoceni?

Otazka 4. Predpokladam, Ze v pfipad¢ transientni transfekce BACH2 nebo BVRA hodnotite
EGFP fluorescenci pouze u podskupiny dsRed-pozitivnich bunék. V metodach uvadite, Ze
jste na priitokovém cytometru sbiral 10000 zivych bunék. Jaka byla v experimentech
ucinnost transfekce a jaky pocet bun€k nasledné vyhodnocujete pfi reaktivacnich
experimentech? Nezkousel jste pro transientni transfekce sniZit mnoZstvi kotransfekovaného
dsRed vici transfekovanému exogennimu genu, napt. na 1/5 nebo 1/10? Takovy pomér
kotransfekovanych plazmidi by mohl zvysit pravdépodobnost, Ze opravdu doslo ke
kotransfekci.

Pfipominka: V piipadé€ dot-plott (Fig. 16) by bylo nazorné&jsi uvadét jako popisky os
konkrétni métenou fluorescenci.

Otéazka 5. V ptipad€ stabilni transfekce jste stanovoval pocet kopii vnesenych genti pomoci
qPCR a expresi vnesenych genti pomoci RT-qPCR. V ptipadé BVRA genu mé vysledky
nepresveédcily, ze si buriky po selekci zachovaly vneseny BVRA gen a exprimuji ho. Mate
néjaka dalsi data, kterd by mé pochybnosti rozptylila?

Otéazka 6. VaSe prace opatrné naznacuje mozny vliv nadexprese BACH2 proteinu na
reaktivaci latentniho proviru HIV-1. U dlouhodobé¢ 1écenych pacientl byla prokazana
klonalni expanze bunék, které mély latentni integraci HIV-1 proviru v bach2 lokusu (viz
citovana prace Maldarelli, et al., 2014). Mtzete spekulovat o pfipadné souvislosti mezi
obéma pozorovanimi? Jaké jsou mozné interakce mezi expresi proviru HIV-1 a genu, v némz
je HIV-1 integrovany?

Névrh hodnoceni oponenta
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