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Nazev prace: Epigenetické regulace genové exprese piri nadorové progresi a latenci viru
HIV-1

Disertacni prace Mgr. Denisy Kovarové ma standardni ¢lenéni. V ramci literarniho prehledu
je predstavena soucasnd predstava o nadorové transformaci, vzniku metastdz a
molekuldrnich mechanismech latence retrovir(l. Nasleduje popis cild prace, ktery je
podrobny a srozumitelné formulovan. Obecné Ize konstatovat, Ze cilem prdace byla analyza
epigenetickych regulaci spojenych s metastatickymi vlastnostmi nddorovych bunék a
udrZeni latence viru HIV-1.

Celkové prace popisuje 3 projekty na kterych se Mgr. Denisa Kovarova spolupodilela a které
vedly k 3 publikacim v kvalitnich impaktovanych Casopisech. Vzhledem k terminu obhajoby
je vsak trochu zvlastni, Ze i nejnovéjsi publikace je jiz 3 roky stara. Pfedpokladam vsak, ze
pred zakoncenim PhD studia dala autorka pfednost materskym povinnostem, jak napovida
i text v podékovani.

Prvni a hlavni projekt autorky vyuziva kureci modelovy sytém dvou geneticky pfibuznych
v-src transformovanych sarkomovych linii, které se liSi schopnosti tvofit metastazy.
Vysledkem prace je identifikace transkripcniho faktoru HOPX, jako kandidatniho genu
regulujiciho metastaticky potencial parentalni PR9692 linie. Zjisténa hypermetylace jeho
promotorové oblasti pak byla navrzena jako moZzny mechanismus sniZzeni exprese HOPX
v nemetastatické linii. Dalsi série experimentd umoZnila navrhnout i potencialni
mechanismus vlivu HOPX exprese na metastazovani, a to pres regulaci exprese
Integrinu a4. Metodicky je tato ¢ast velmi rozsahlad a obsahuje velké mnozstvi analyz in
silico a in vitro vhodné doplnénych o nezbytné potvrzeni in vivo.

Druhy projekt je zaméren na vyzkum vlivu metylace genomu HIV-1 proviru v jeho latenci a
vyuziva v laboratofi pfipraveny bunéény modelovy systém latence HIV-1. Ten je zaloZen na
dvou bunécénych klonech Jurkat lymfocytl nesouci reporterovy “mini-provirus” HIV-1. Byl
zkouman vliv metylace genomu proviru i acetylace histon( na reaktivaci proviru.
Metyltrasferdaza DNMT1 a histonova deacetylaza HDAC2 byly identifikovany jako vyznamné
reguldtory reaktivace proviru.

Treti projekt se vénoval charakterizaci vyznamu metylace a hydroxymetylace DNA v
promotoru genu kddujicim Syncytin-1 v rozvoji seminomu.

Diskuze je rozsdhld (18 stran) a vhodné diskutuje dosazené vysledky v kontextu
publikovanych dat.

Otazky

e Jakym mechanismem by mohla transformace aktivovanym Src pomahat
metastazovani?

* Daji se najit vliteratufe pfristupy klécbé AIDS, pfipadné jinych retroviry
zpUsobenych nemoci, kde by byly s pomoci CRISPR/CAS9 metodiky cilené a lokalné
metylovany provirové LTR sekvence, a tak byla specificky umléovana aktivace
proviru? Je tento pfistup realny z pohledu miry cilené lokalni metylace dosazitelné
pomoci modifikované CAS9? Sel by tento pfistup ve své modifikované formé
(demetylace) pouzit i pro ptipadnou reaktivaci proviru?



eV metastatické linii PR9692 byla vtéto praci popsana vyznamna Uuloha
transkripéniho faktoru HOPX a Integrinu a4 v metastatickych vlastnostech linie.
V predeslych pracich pracovisté vsak byl v podobném kontextu popsan transkripéni
faktor EGR1 a vyznam aktivace Rho signalizace. Je néjaka spojitost mezi EGR1, Rho
signalizaci a HOPX?

e Vdiskuzije zminéno, Ze cca 30 % gen( se u ptakl nachaziv G, C bohatych oblastech,
a proto je az donedavna nebylo moZno jednoduse identifikovat. Je néjaka skupina
genu, kterd je vtomto ,,zkrytém” genomu ptaku a chybi u savcl? Jak je to vtomto
smyslu s geny kédujicimi rodinu kinaz Src u ptakd v porovnani se savci?

Popisu autorského podilu (v kapitole 8) na pracich predlozenych autorkou a kvalita
predloZenych praci podle mého nazoru jednoznacné prokazuje schopnost Mgr. Denisy

Kovarové samostatné védecky pracovat. Doporucuji tedy pfrijeti predloZzené disertacni
prace jako podkladu k udéleni titulu Ph.D.
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