Oponentsky posudek na doktorskou disertacni praci
Mgr. Alese Tichého pfedlozenou pod nazvem:
»Apoptoza a proliferace v nadorovych bunéénych liniich: radiaéni a medikamentézni
oviivnéni®.

Predkladand doktorska disertaénf prace je vénovana tématu plsobeni ioniznjiciho zéafeni
(17Z) studovaného na modelu leukemickych bunék in vifro. Zabyva se v souladu
s negjmodernéj$imi védeckymi trendy studiem zmén a detailnich molekuldmich mechanismi
provazejicich poskozeni DNA a jeho naslednou reparaci a to dale v souvislosti s indukei zmén
bunééného cyklu a apoptézy. Vhodné byly vybrany modely bunéénych linii s funkénim
proteinem p53 (MOLT-4) a negativni pro p53 (HL-60).

Disertace je psana &esky a ma formu klasicky ¢lenéného rukopisu. Je doplnéna piilohou
obsahujici 4 publikace v zahrani¢nich casopisech shrnujici piedkladane vysledky (u 2 je
doktorand prvnim autorem) a 1 anglicky psané review v tuzemském periodiku. Po formalni
strance je prace (pfestoZe pfedstavuje znadné sloZitou problematiku) pfehledna a jasna. Je psina
téméf bezchybné, s minimem pieklepd. Autor se snaZil pouZivat téméf vyhradné deskou
terminologii, coZ neni vzdy snadné. Neékde neni sjednoceno psani 8% a .,z (napf.
fosfatidylinozitol-3-kinasa, proteolyza, kaspasa).

Uvodni piehled (25 stran, Slenény do jednotlivych kapitol) svédéi o velmi dobré orientaci autora
v informacich tykajicich se studované problematiky. Celd prace je doplnéna vice nez 180
citacemi. Vychazi z nejnovéjsich poznatkil o procesech, mechanismech a molekulach majicich
souvislost s poSkozenim a reparaci DNA a rovnéZz s regulaci bun&né proliferace a apoptdzy.
Podrobné popisy jednotlivych signalnich drah jsou doplnény nékolika schematy. Velmi podrobné
je zpracovana zejména kapitola o regulaci apoptézy a jejich sloZkdch. Mgr. Tichy je rovnéZ
autorem piehledové prace na toto téma. Piedkladana price mé jasné definované cile, které kromé
zékladniho védeckého poznani zahrnuji i1 prakticky aspekt vyuZiti ziskanych poznatkl pro ucely
biodozimetrie ionizujiciho zafeni.

V kapitole Material a metody jsou jednotlivé postupy velmi podrobné popsany. Vysledky
jsou rozdéleny do 2 hlavaich celkll zabyvajicich se 1) velmi podrobnym studiem U¢inki 1Z na
reparaci poskozeni DNA v bunkach MOLT-4 zahmujici aktivace specifickych kinaz ATM a
Chk-2 a zmény proteini MRN komplexu a p53 a 2) vlivem zafeni na indukci apoptézy u obou
leukemickych linii MOLT-4 a HL-60. Studie jsou dokumentovany 22 komplexnimi grafy
zahrnuji nejen detekei exprese a aktivace, ale i lokalizace celé fady proteint. Velmi ocenuji
pracny a {asové narony piistup zohledrujici davkové a Casové zavislosti, které poskytuji
uceleny pohled na dynamiku d€ji po ozéfeni, coZ povaZuji za velmi pfinosné. Autor vhodné
prezentuje vysledky z Western blotl rovnéz jako kiivky davkovych ¢i Sasovych pribéhi hodnot
z denzitometrickych méfeni. Zajimavou ¢ast studie tvofi experimenty zaméfené na efekt kofeinu
na expresi a fosforylace p33, expresi p21 a indukei apoptézy v kombinaci sIZ. Opét byl
zohlednén casovy pribéh a dynamika d&ji. Ukéazalo se, Ze kofeinem lze zablokovat reparaci
poskozeni DNA, snizit aktivaci p21 a zrusit G2/M blok, coZ potencuje efekt IZ. Tyto vysledky
maji prakticky vyznam pro kombinované terapeutické pfistupy. V praci bylo také pouZito a
korclovano nékolik metod detekce apoptdzy opét v davkovych a Casovych zavislostech, coZ
umoznilo srovnani odpovédi obou pouzitych bunéénych linii. V souvislosti s apoptdzou a v
¢asovém horizontu aZ do 144 h (po dévce 6 Gy) byla sledovana dynamika zmén 2 dilezitych



regulaénich proteind - antiapoptického Mcl-1 a proapoptického Bid - a dile uvolfiovani
cytochromu ¢ a aktivace kaspazy - 8 a - 9. Asi 10 stran Diskuse ukazuje opét na to, Ze autor je
v dané problematice ,doma“, vyvozuje z prezentovanych vysledkdi vhodné zavéry zahrnujic
rovnéZ souvislosti zmén jednotlivych parametri a diskutuje je spracemi jinych autord.
Vyznamné jsou zejména navrhy pouZiti zmén nékterych parametrd pro biodozimetricke icely
(fosforylace p53, exprese Mcl-1 & uvolilovani cyt c).

Celkové Ize konstatovat, Ze prace plisobi koncepénd ucelené a vyzrale a piinddi fadu
originalnich a velmi zajimavych vysledkil, jejichZ vyznamnost a kvalita byla jiz dostatené
provétena pfi oponentskych izenich v kvalitnich odbornych zahrani¢nich Casopisech, kde byly
publikovany. Zuroéila se v nich cela fada myslenkovych a metodickych pfistupd, které pomahayi
odhalit detailni mechanismy pitsobeni 1Z, zejména s ohledem na poSkozeni a reparaci DNA a
indukci apoptézy. Vysledky maji vyznam nejen pro zakladni védecké poznani, ale zejmena pro
lékatskon praxi, kde je IZ stile jednim ze zakladnich terapeutickych pfistupii v 1é¢bé nadorového
onemocnéni.

K praci nemam Zadné zavazné ptipominky, jen malé drobnosti a dophiujici otazky ¢i poznamky:

1} Experimentalni prace zahruje opravdu uctyhodné mnoZstvi dat vzhledem k mnoZstvi
méfenych parametri, metodik a davkovych a dasovych zdvislosti. V praci jsou rovnéZ
prezentovéany vysledky analyz IRIF z vyuZitim vysoko rozliSovaci konfokalni mikroskopie a
specidlnich softwar. Mohl by autor uvést zhruba svij procentudlni podil na téchto
experimentech, pfip. publikacich?

2) Grafy z denzitometrickych mé&feni jsou vysledkem z jedné uvedené elektroforézy nebo
jsou priumérem ze 3 opakovani?

3) Apoptdza byla detekovana nékolika parametry. Mohl by autor popsat jak souvisi
detekované parametry ¢asové s jednotlivymi stadii apoptotického procesu (rane vs. pozdai
stadium) ?

4) Ktery z navrhovanych parametrd povaZuje autor za nejvhodngjsi pro rutinni pouZiti
v biodozimetrii?

Zavéry:

PtedloZenou dizertaéni praci povaZuji za velmi kvalitni s mnoZstvim originalnich a velmi
vyznamnych a jiZ vétSinow publikovanych vysledkd. Planované cile byly jednoznaéng a aspéiné
splnény. Rukopis také spliiuje viechny poZadavky kladené na tento typ préce. Neni pochyb, Ze
_autor prokézal, Ze je vyzralym a zkudenym védeckym pracovnikem s perspekiivou dalSiho
-védeckého riistu. Z téchto diivodi plné doporuduji piijmout pfedloZeny rukopis jako podklad pro

obhajobu a na zékladé fisp&iné obhajoby udé&lit Mgr. Ale§i Tichému akademicky titul doktor (Ph.
D).
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