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Néazev prace: Studium vlivu DNA reparacnich drah na odpovéd’ na chemoterapeutickou
1é¢bu u karcinomu vajecnikt

Cile prace
1. Definovat vliv mirinu, inhibitoru proteinu MRE 11, na buné¢nou linii karcinomu

vajeénikit OVCAR3, a to z hlediska piisobeni na bunécnou proliferaci a rist a vlivu
inhibice reparacni drahy homologni rekombinace (HR) na akumulaci poskozeni DNA

2. Definovat vliv mirinu na citlivost bunécné linie OVCAR3 viici karboplating, a to z
hlediska bunééné proliferace a riistu, vlivu inhibice HR na citlivost vii¢i karboplating a
akumulaci poskozeni DNA a jeji reparace

3. Definovat vliv inhibice HR indukované mirinem na bunéénou linii karcinomu vaje¢nik
se ziskanou rezistenci viuci karboplating s cilem provést charakterizaci linie a urcit vliv
inhibice HR na citlivost vii¢i karboplatiné

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 94

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 zdroji? 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? 7 klicovych metod zahrnujicich funk¢ni analyzy, dale metody
bunécnych kultivaci a pasdzovani bunék a bioinformaticka analyza

Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentd? ANO
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO

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




Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Po formalni strance nema prace zadné zasadni nedostatky. Grafické zpracovani vysledki je
na kvalitni urovni, stejn¢ jako jazykova uroven. V textu se obcas objevuji drobné stylistické
nedostatky, napt. opakovani slov ve dvou sousednich vétach (pt.: kapitola Chemoprevencia,
str. 9, opakovani vyrazu ,,ordlna antikoncepcia®), neobratné¢ formulace (,,odpovéd na DNA
poskozeni® misto ,,odpovéd’ na poskozeni DNA®“ — klicova slova), nebo anglikanismy tam,
kde by mohl byt vyuzity slovensky vyraz (...drahu, ktora utilizuje..., str. 17). Praci by bylo
vhodné&jsi psat v 1. os. jednotného ¢isla, nebo v trpném rod¢, namisto 1. os. mn. €., které je
vétSinou vyuzivané. Jde vSak o drobné nedostatky jinak kvalitni prace.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Piedkladana diplomova prace se vénuje problematice inhibice homologni rekombinace (HR),
reparacni drahy, kterd se podili za vzniku rezistence bunék karcinomu vajecnikti vici 1écbé
platinovymi derivaty. Predpokladem prace je, ze inhibici HR by mélo dojit ke zvyseni
citlivosti nadorovych bunék k ptisobeni karboplatiny. Pro tyto ucely bylo testovano plisobeni
mirinu, inhibitoru proteinu MRE11, ktery je soucasti komplexu MRN podilejiciho se na
opraveé dvoufetézcovych zlomi.

Prace obsahuje detailni teoreticky vod vénujici se vyskytu a 1é€bé karcinomu vajecnikd,
véetné popisu molekuldrni podstaty terapie onemocnéni a vzniku rezistence na 1écbu.
V praktické c¢asti byla pro feSeni cili prace vyuzita celd fada metod, vCetné zakladnich
postupti bunécnych kultivaci a funkénich analyz, které zahrnuji hodnoceni bunééné
proliferace a rlstu, tvorbu kolonii, analyzu genové exprese pomoci qRT-PCR, exprese
proteint s vyuzitim western blottingu, poskozeni DNA (kometovy test) a bunééného cyklu
pratokovou cytometrii. Praktické laboratorni casti pfedchézela bioinformatickd analyza
asociace exprese genu MRE11 a pieziti 0sob s karcinomem vajecnik.

Zprace je zjevné, ze autorka dobie zvladla jak zpracovani odborné literatury, tak tfadu
laboratornich metod, které umoZznily otestovat formulované hypotézy. Cile diplomové prace
byly splnény — jejich ptehled je uveden v Zavéru na str. 66. Krom¢ vlastniho komentare
k jednotlivym cilim je uvedeno i ptehledné shrnuti vysledki a jejich ptipadné vyuziti pii
terapii karcinomu vajecnikd. Prvni uvadény cil — bioinformatickd analyza asociace mezi
expresi MRE11 a ptrezitim osob s karcinomem vajecnikli — neni vSak v uvodu prace uveden
a, kromé abstraktu, se poprvé objevuje az v popisu metod na str. 44 a dale v Diskusi na str.
59. I kdyz provedeni této analyzy je z hlediska néplné diplomové prace logické a dulezité,
méla by byt uvedena mezi cili na str. 26-27. V aktualnim provedeni plisobi uvedeni této
analyzy vytrzené z kontextu a ¢tenafi zhorSuje orientaci v textu. To vSak neméni nic na faktu,
ze jde o velmi kvalitni praci, v niZ bylo dosazeno vSech pldnovanych cili a jejiz vysledky
maji potencial byt dale vyuzity pro feSeni problematiky mechanismli chemoresistence pfi
1é¢bé karcinomu vajecnik.

Otazky a pripominky oponenta:
Otéazky k teoretickému tivodu:

Na stran¢ 14 autorka diskutuje vyuziti inhibitoru PARP jako protinddorového 1é€iva a uvadi,
7ze PARP hraje klicovou roli v bazové excizni reparaci (BER). Déle pise: ,,PARP inhibitor
blokuje enzym PARPI. Inhibicia enzymu PARP1 vedie zablokovaniu opravy SSBs, ndslednému
zablokovaniu replikacnej vidlicky a kone¢nému vzniku DSBs*. Jaky je vztah inhibitoru PARP
k opravam jednovlaknovych zlomi DNA, kdyz inhibitor hraje roli v BER?

V navaznosti na tuto otdzku je na str. 15 je uvedeno: ,,Modifikované bazy, abazické miesta a




SSBs su najcastejSou formou DNA poskodenia a su opravované pomocou drahy BER®. Jak
se BER podili na opravach SSB?

Na str. 22 autorka uvadi: ,,Spomedzi inhibitorov MRN komplexu sa najCastejSie pouziva
mirin, ktory inhibuje MREI11 asociovanu exonukleazovl aktivitu, zabraiuje MRN
dependentnej ATM aktivacii a rusi kontrolny v G2/M a proces HR v cicavcich bunkach®.
Ptitom vSak na str. 20 pisSe: ,,Mozny ciel protinadorovej terapie by teda mohol predstavovat
G2/M kontrolny bod, kedy by inhibicia urcitych proteinov zapojenych v tomto kontrolnom
bode mohla viest’ k apoptdze nadorovych buniek.“ Z uvedené¢ho vyplyva, Zze mirin mize
zruSenim kontrolniho bodu G2/M zablokovat apoptozu. Neni tedy vyuziti mirinu pro
protinadorovou terapii potencialné kontraproduktivni?

Na str. 24 autorka pise: ,Dal§imi mechanizmami veducimi k obnove funkcie proteinov
BRCA a rezistencii je strata promotoru génu BRCA1 metylaciou alebo funkéna obnova
mutovaného proteinu BRCAT1 prostrednictvom interakcie s HSP90, ¢o vedie k podpore
vedenia rekombindzy RADS51 k DNA a néslednému DNA poSkodeniu®. Jak souvisi obnova
funkce proteintt BRCA se vznikem rezistence?

Otazky a komentéie k metodice a vysledkim:

Str. 29: Nadorové bunkové linie — z textu nejprve vyplyva, Ze bylo pouzito linii vice,
nasledné je uvadéna jen jedna bunééna linie.

Str. 31: Experimenty byly provedeny v triplikatech, byla vSak provadéna téz opakovana
nezavisla stanoveni?

Str. 32: Casové schéma experimentu, obr. 10: Lze toto schéma porovnat s pfipadnou
klinickou aplikaci 1é€iv?

Str. 33: ,,Do buniek vopred nanesenych do 96-jamkovej dosticky a ovplyvnenych roztokmi
mirinu a CbPt sme pridali objem 12 pl, ktory zodpovedal 1/10 celkového objemu. Do jamiek
uréenych pre kontrolu sme pridavali 10 pl.“ Pro€ nebyly objemy u ovlivnénych a kontrolnich
vzorkl stejné?

Str. 34: ,,Pripravend bunkova linia bola ndsledne zmrazena na -80 °C.“ Byl pfi zamraZeni
pouzit roztok stabilizujici RNA?

Str. 35, Tabulka 3: ,,Celkovy objem reakcie (s RNA)“ — je uvadén objem 10 pl, coz
neodpovida souctu objemu jednotlivych polozek v tabulce. Obdobné u tabulky 5 na str. 36.

Str. 37: Pro€ byly pro analyzu zvoleny pravé proteiny MRE11, YH2AX, p53 a RADS51? Pti
zpracovani vzorkl je uvadéna prace na suchém ledu. Nedoslo pfi tom ke zmrznuti vzorka?

Str. 45: ,,Po 48h bola proliferacia znizena o 40, 55 a 60% pri koncentracii 120, respektive 60
a 30 uM (p = 0,05) (Obr. 16 B).” Jak lze vysvétlit veétsi sniZzeni proliferace pii nizsi
koncentraci mirinu?

Str. 48: Byla ovéfena toxicita mirinu pii davce 100 uM a dob¢ inkubace 1 hodina?




Obr. 20 a 21: Byly poklesy v proliferaci bunék a poctu kolonii u ovlivnénych vzorku
signifikantné nizsi vzhledem ke kontrole?

Analyza exprese vybranych genti promoci qRT-PCR: Pro¢ nejsou uvedeny smérodatné
odchylky a pfip. signifikance? Na str. 55 je uvedeno: ,,Po analyze expresie génov
zucCastnujucich sa drahy NER (Obr.28) sme zistili, Ze vplyvom samotného roztoku mirinu
dochadza k znizeniu expresie génov CSA, DDB1, LIG1l, RAD23B...“. Zobr. 28 vsak
vyplyva, ze u DDB1 nedochazi k poklesu, ale ke zvySeni exprese.

Vysledky western blottingu: semikvantitativni vyhodnoceni vysledkt denzitometricky by
usnadnilo interpretaci dat.

Pro buné€nou linii rezistentni k G¢inku karboplatiny byly provedeny jen nékteré experimenty
(analyza bunééného ristu v pfitomnosti karboplatiny, mirinu a jejich kombinace). Je do
budoucna planovano rozsifeni analyz i o dalsi testy popsané u linie OVCAR3?

Névrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvetejnénych informaci)

X vyborné [ ] velmi dobte [ ] dobte [ ] nevyhovél(a)

Podpis oponenta:




