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Oponentsky posudek doktorské prace Mgr. Alese Tichého
»Apoptoza a proliferace v nadorovych bunécénych liniich*

Mgr. Ales Tichy piedloZil svou doktorskou disertaéni praci ,,Apoptoza a proliferace v nadorovych
bunéénych liniich“. Téma je velice aktudlni, jak dokazuje na pitklad seznam pouZité literatury,
ktery obsahuje hlavné prace zné&kolika poslednich let, mimo jiné &etné Elanky v pfednich
Casopisech zameéfenych na molekularni biologii, jako je Nature, Science a Cell. MoZné by bylo
vhodnéjsi nazvat danou problematiku ,,Apoptéza a_jeji regulace na bunééné trovni“, protoze
analyza proteini 0Castnicich se apoptézy ma pro tuto disertaci ustfedni vyznam, zatimco
proliferace hraje pouze men$i Ulohu. Také se mi zda jako ponékud zavadgjici, mluvit o
medikamentéznim ovlivnéni, kdyZ se popisuji pouze nékteré udinky kofeinu a ligandu indukujiciho
apoptézu (TRAIL). AvSak tyto Ovahy nejsou takové, aby mohly pokazit celkové pozitivni dojem
Z této disertace.

Prace Mgr. Tichého sestivd ze 2 &asti. Prvi &ast, kterd obsahuje zhruba 86 stran, je klasickou
disertaci, ktera zahrnuje pfehled soufasné problematiky, material a metody, vysledky, diskusi,
souhrn a zavér. Osahuje 25 obrazki, z nichZz mnohé jsou celostrankové a sestivaji z n&kolika &asti.
Dale je zde 11 stran literatury. Vlastni text ma tedy néco malo pfes 50 stran. Druha &ast obsahuje
5 ptiloh, kopie 3 publikovanych &lankh a 2 dalich piijatych do tisku, kde je Mgr. Tichy bud’
hlavaim autorem nebo spoluautorem a vSechny Sasopisy maji impakt faktor. Format disertaéni
prace je tedy pon¢kud nestandardni, avSak niZe podepsany oponent jej ocefiuje, protoZe jasné
ukazuje na kvalitu prace Mgr. Tichého a téZ na jeji aktudlnost.

~Predmluva® se tykd obecného vyznamu tématu a podava piehled uritych rozdild mezi 2
buné&nymi liniemi pouZitymi v této studii. Neobjasiiuje viak zcela motivaci této prace, ani nevede
¢tenafe ke specifickym otdzkdm feSenym v této disertaci. To je ponechédno na oddilu “Cil prace”,
i kdyZ zde &tendt opét nemusi mit zcela jasno v otdzce, jaké specifické piispévky mize disertace
pfinaset, protoZze popsané zaméry jsou velmi §iroké “objasnit molekularni mechanizimy, které stoji
v pozadi signalizace a reparace poskozeni DNA ... a... nasledné indukce apoptétického procesu”.
Pokud by se to vzalo doslova, nemohla by Zadna disertace tento zdmér splnit. Bylo by vhodngjsi
bud’ vyjadiit zAméry konkrétn&ji nebo pouzit opatrngjsi formulace ve smyslu “pfispét k objasnéni
mechanismti”.

Mezi t€mito ne zcela uspokojivymi oddily viak je znamenity “Pfehled soudasné problematiky”,
ktery shrnuje nedavnou literaturu vénovanou apoptéze vyvolané zafenim a jeji molekulami
regulaci stejné tak jako piibuznym aspektim proliferace a reparace DNA. Je piehledny a vystizny,
aktualni a relevantni pro dalsi kapitoly popisujici praci Mgr. Tichého, Pouze &ast o biodozimetrii
nedosahuje zcela Grovné nastavené v ostatnich oddilech, protoZe se tykad pouze omezeného
souboru dfivéjdich studii a obsahuje nékolik menSich nepfesnosti (Comptonlv efekt vedouci
k ionizaci, fotoefekt vedouci k excitaci; 0,25 Gy jako dolni mez pro dicentry; FISH jako zpiisob,
ktery se ma pfednostné pouZivat pro interfazové buiiky).

Oddil “Material a metody” obsahuje pouze 4 strany a je vénovana mala pozornost podrobngjsimu

vykladu (zejména odstavec o stanoveni apoptdzy pomoci vazby annexinu V), aviak lze jej
povaZovat za odpovidajici prehled, pokud si je &tendf védom, Ze daldi informace obsahuji p¥ilohy.
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Oddily “Vysledky” a “Diskuse™, se opét vyznaduji vysokou kvalitou a jasné a vystiZné popisuji
vykonanou prici a jeji vztah k udajim v literatufe. To dokumentuje i skutenost, Ze tato &ast prace
Mgr. Tichého jiZ byla publikovéna v prestiznich casopisech. Ma v této oblasti Fadu pFispévkd, jako
je uvaha, Ze hlavnim defekiem bungk MOLT-4 miiZe byt nefunkéni nbsl genovy produkt (ddlezita
sloZka MRN reparaéniho komplexu), nebo Ze p53 v butikaich MOLT-4 se fosforyluje nejen na
Ser392 ale téZ na Serl5. Dale se popisuje CasovA a davkova zavislost indukce fady proteind
tykajicich se apoptdzy, jako je kaspasa 8 and 9, Mcl.1 a Bid pro buiiky MOLT-4 a HL-60, coZ jsou
dilleZité pEispévky k soudasné znalosti regulace apoptdzy vyvolané zatenim. PouZiti réiznych
experimentalnich postupd pro vyhodnoceni apoptdézy a srovnani obdrzenych vysledkd rovnéz
vzbudi zdjem odbornikl v této oblasti. Koneéné moZnost uvedena Mgr. Tichym, Ze lze vyuzit
indukei uritych signalnich proteinit jako zaklad citlivé biodozimetrické metody je dimysln4, i
kdyZ se nezabyva praktickymi okolnostmi a vyhodami &i nevyhodami takové metody. Obecné by
jeho praci znaéné prospélo, kdyby ¢tendii pfesné objasnil, prod byly uréité prace provadény, proé
byly zkoumény urdité parametry nebo pro¢ byly zkoumany na jedné bunééné linii a nikoliv na
druhé. Jeho analyza neni povrchni, aviak pozornost vénovand fadé detailli zt€iuje zachovani
prehlednosti.

Zaverem, i kdyZ zde bylo zmingno nékolik kritickych poznamek, je kvalita a hloubka prace Mgr.
Tichého takov4, Ze jisté spliiuje veskeré poZadavky a lze uvaZovat, Ze bylo dosaZeno sledovaného
cile. Mgr. Tichy se jevi jako mlady vyzkumny pracovnik se znacnou perspektivou a jeho praci
mohu bez vahani hodnotit znidmkou

“Vibl)l’llé”,

a proto doporuduji praci k obhajob¢ pro ziskani titulu Ph.D.

Rad bych Mgr. Tichému v ramci obhajoby jeho disertace poloZil nasledujici otazky:

1) Névrh Vasi prace zmifiuje “medikamentézni ovlivnéni”, zatimco alespofi v hlavni &4sti prace
odkazujete pouze na kofein, ktery by v koncentracich, které jste pouZil, nemohl byt pouZit u
pacientd. Co ndm miZete Fici o alternativach, mozna o latkidch analogickych kofeinu, které by
mohly nalézt klinické pouziti? '

2) Ukazujete vysledky prutokové cytometrie pro HL-60, aviak nikoliv pro MOLT-4, a uvadite, Ze
apoptotické fragmenty by mohly byt v této druhé bun&&né linii rychleji degradovany. To by se
mélo odrazit v kvalité histogrami, zejména piku sub-G1. Je tomu tak? A jak je to s G2-blokem v
téchto buiikdch? Viibec neexistuje nebo se objevuje pozd&ji?

3) Ve svém “Souhrnu” ukazujete, Ze G¢inek kofeinu na G2-blok by mohl nastavat prostfednictvim

ATM, p53 a p21, aviak to se nezdd ka?dému v této oblasti zfetelné. Bylo by moiné vysvétlovat
vysledky odli¥nym zplisobem?

Vv Cesk)'zch Budgjovicich, 22.5.2008
doc. Dr.rer.nat. Friedo Zilzer
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