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Vyzkum role antioxida¢ni drahy KEAP1-NRF2 v terapii sekundarni akutni myeloidni
leukémie

Cile prace

Cilem préace bylo testovat hypotézu, ze aktivace NRF2 (nuclear factor erythroid 2-related
factor 2) a zvySeny redoxni stav v leukemickych buiikach jim proptjcuje odolnost viici
vybrané anti-leukemické terapii.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 113 + piiloha 13 stran

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napséan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni tidaje 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?

Prace obsahuje 11 okruht metod zahrnujicich celkem 24 protokolt
Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO

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

Jen par poznamek.

Str. 50, . 10: Podminky centrifugace jsou uvedeny jako“l0 minutes at 3,000 rpm
at 4 °C.“ Bez udani typu rotoru pro danou centrifugu neni rpm postacujici k opakovani
experimentu na jiném pracoviSti. Takovy popis podminek centrifugace se v praci vyskytl
pouze jednou, jinde byly duisledné pouzity nasobky g. Domnivam se, ze v této ¢asti by mély
byt uvedeny citace praci k nékterym metodam jako je znaCeni iodoTMT a SDS-

elektroforéza.




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

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni Groveii prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova tiroven):

K jazykov¢ trovni prace, psané v anglicting, se nebudu vyjadiovat. Mohu jen konstatovat, ze
text je rozclenén do piehlednych celkii a dobie se mi Cetl. Prace obsahuje fadu obrazki
v literarnim piehledu a rovnéz obrazky a grafy, které prehledné dokumentuji vysledky. Bylo
by vhodné doplnit v experimentalni ¢asti schema ¢i obrazek k pouziti iodo TMT. Na str. 74
je odkaz na Fig. 19C, ktery jsem nenasel. Na str. 24 je uvedeno: ,,GSSG is then
reduced...with NADP+“, ma byt NADPH.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Prace splnila zamyslené cile a pfispéla k poznéni ulohy antioxida¢ni drahy KEAP1-NRF2
v terapii sekundéarni akutni myeloidni leukémie. Autorka vynalézavé pouzila fadu technik,
aby prozkoumala zminénou dréhu, kdy zjistila, Ze hraje dualezitou roli jak v mechanismu
lécebného ucinku 5-azacytidinu (AZA), ptipadné v kombinaci s pevonedistatem (Pevo), tak v
rezistenci na tuto kombinovanou lécbu. Jako modelovy systém vyuzila buné¢nou linii OCI-
M2, pro kterou prozkoumala citlivost vii¢i AZA a Pevo a vytvofila linie rezistentni vici AZA
(AZA-R), castecné rezistentni k Pevo a kompletné rezistentni viici AZA (PEVO-PR), a klon
rezistentni k AZA 1 Pevo (PEVO-R). S témi provedla podstatnou ¢ast experimentd, kde
vyuzila pratokovou cytometrii, imunodetekéni techniky a metody redoxni proteomiky.

K prozkouméni souvislosti mezi zménénou redoxni homeostazou a zménami v citlivosti
terapie vytvofila jeSt€ model s nadmérnou expresi mutantni isocitratdehydrogenasy 2
(IDH2 R172K) v buitkach OCI-M2, kde zjistila snizené hladiny glutathionu.

Souhrnné 1ze tici, Ze jde o velmi kvalitni praci, obsdhlou a v dil¢i problematice prioritni. Jeji
teoreticka Cast pfindsi Ctenati vyborny tivod do studované problematiky. Autorka prokdzala
svoji schopnost pracovat s dostupnymi daty, Sirokym spektrem laboratornich metod 1
schopnost samostatného feseni vyzkumného problému

Celkov¢ hodnotim uvedenou préci jako vybornou a doporucuji ji pfijmout k obhajob¢.

Otazky a pripominky oponenta:

1. V préci je pouzivana bunécna linie OCI-M2. Odkud byla ziskana?

2. Na Obr. 12B je znazornéna proloZena kiivka viability bunék OCI-M2 v zavislosti na
logaritmu koncentrace Pevo, kterd ziejmé nebere v ivahu body o jeho nizké koncentraci.
Jakym zptsobem bylo proloZeni provedeno a jak vysvétlite, pro€ je viabilita pfi nizkych
koncentracich Pevo na urovni asi 65%? Podobné¢ je na Obr. 15A zndzornéna viabilita bun¢k
OCI-M2 na logaritmu koncentrace AZA za ptitomnosti inhibitoru NRF2 (fialové prolozena
linie). Jakym zptisobem bylo prolozeni provedeno a jak vysvétlite, pro€ je viabilita pii
nizkych koncentracich AZA na urovni asi 60%?

3.V AZA-R bunkéch inkubovanych s Pevo jste nalezli v KEAP1 oxidované Cys 23 a 38.
Oxidované Cys (151, 226, 273, 288, 613, 622, 624) v KEAPI1, uvedené v praci Suzuki,
Takahashi et al. 2023 jste nenalezli? Pokud ne, ¢im by to mohlo byt zptisobeno?

4. Uvazujete u bun¢k OCI-M2 s exprimovanou mutantni IDH2 R172K o studiu zmén

v pentosofosfatovém cyklu a sledovani koncentrace NADPH/NADP+?
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