POSUDEK

oponentky na doktorskou dizertaéni praci MUDr. Otakara RaSky na téma: Sirotéi jaderny
receptor TLX (R2E1) v regulaci bunééné reprodukce a diferenciace, kterd byla podana
k obhajobé pied komisi oborové rady Biologie a patologie buriky na 1. 1ékaiské fakulté
Univerzity Karlovy v Praze.

Piedmétem obhajoby je vdzany spis psany v anglickém jazyce obsahujici 110 stran textu
doplnéného dokumentacnimi obrézky, grafy a tabulkami a citacemi pouzitych literarnich
pramenii. Soucasné je hodnocen piilozeny autoreferat. Text autoreferatu ma strukturu
pozadovanou pro tento doplnék provazejici dizertaéni spis. Obsahuje ve struéném podani
viechny potiebné idaje pro pochopeni problematiky a vysledkii experimentalni prace.

Text dizertaéni prace je ¢lenén na kapitoly Synopsis, Introduction, Materials and methods,
Results, Discussion, Conclusions a References.

MUDr. Otakar Raska soustiedil ve své doktorské dizertacni praci badatelskou pozornost
na regulacni procesy diferenciace bunék nervové tkéné. Jako modelovy organizmus pouzil
plosténku druhu Smidtea mediterranea. Vieobecné je, jiz vice neZ sto let, zndma vysoka
regeneracni schopnost PloSténcil (Planaria). Tito Zivo¢ichové s jednoduchou stavbou téla jsou
schopni regenerovat i z velice uzkych pficné odiiznutych fragmentt vSechny chybéjici éasti
téla pii zachovani pfedozadni orientace plivodniho celku. Télo plosténky obsahuje ve viech
svych ¢astech mnoho bunék typu kmenovych nebo progenitorovych bunék s velkym
diferenciaénim potencidlem, buné€k schopnych regenerovat vSechny typy tkani v téle
plosténky. V soucasnosti je tento organizmus velice uzivanym modelem.

V regulaci proliferace a diferenciace bunék maji zdsadni vyznam jaderné receptory (NR).
V této doktorské dizertaci soustiedil autor prace pozornost na jaderny receptor TLX.

Zde je tfeba vyzvednout mySlenku zkoumat vyznam vysokého stupné homologie genu t/x a
funkei TLX u Planarii a obratlovel v souvislosti s proliferacni aktivitou nervové tkéané. Toto
se stalo UispéSnym zdkladnim bodem celé dalsi prace s vyznamnymi vysledky.

Kapitola Synopsis shrnuje ve strunosti viechny problémy a vysledky uvedené v celé
publikaci. Zdvodiiuje zadani a uvadi do souvislosti vysledky experimentalni prace,
které jsou blize popsané a diskutované v dalSich kapitolach. Dizertace je tvofena dvéma
problémovymi spolu souvisejicimi celky. Predfazeni této kapitoly je pro étendfe velice
vyhodné pro zakladni orientaci v dalich kapitolach.

V prvnim tseku prace jsou uvedeny a diskutovany vysledky klonovani genu t/x
S. mediterranea a studie vyznamu jeho produktu, TLX pro integritu téla plosténky. Druhd
¢ast je vénovana studiu lokalizace TLX (jadro-cytoplazma) a jeho expresi v
glioblastomovych buiikach v bunééné kultute.

Kapitola Introduction je pomérné rozsahla (str.16-50). Autor se musi orientovat v
pocetnych obecnych i specifickych tidajich o struktufe a funkci NR a jejich mozného zapojeni
¢lovéka. Tohoto tkolu se MUDr. RaSka zhostil velice tispé§né. Stru¢né, informativné a pfesné
stavi jednotlivé tidaje do souvislosti a podava étenati uceleny pfehled souc¢asného poznani ve
studované problematice. Text je velice vhodné doplnén grafy a obrazky s vysokou mirou
informace, které umoziuji zkratit text, aniz by byla naru$ena jeho srozumitelnost.

Z vykladu problematiky v Introduction vyplyvaji nasledujici odstavce Specific aims a
Specific hypotheses.




V kapitole Material and mehods jsou dostate¢né podrobné popsany pouZzité metodickée
piistupy vyuzité pro S. mediterranea a cytologické a molekularné biologické metody uzité pro
sledovani glioblastomovych bunék.

Kapitoly Results a Discussion jsou rozdéleny, kazda z nich, na dva samostatné celky.
Jeden je vénovan vysledkiim dosaZzenym pii studiu TLX u S. mediterranea a druhy je
vénovan problematice blastogliomovych bunék.

Vysledky prace jsou v obou celcich uvedeny velice srozumitelné a jsou dobie
dokumentovany v tabulkach a grafech s odpovidajicim statistickym vyhodnocenim. TLX
vykazuje vysoky stupeni homologie (je zietelné evoluéné velice konzervativni) s TLX
glioblastomovych bunék. U plosténky bylo zjisténo, Ze exprese //x je detekovatelna v piedni
¢asti téla a TLX ma4 zdsadni vyznam pro nervovou tkai a oéni jamky. Tyto poznatky spolu se
zjisténim vysokého stupné homologie TLX plosténky a obratlovet vedly ke studiu exprese a
lokalizace TLX v glioblastomovych burikach. Velice vyznamnym vysledkem je zjisténi, Ze se
funkce TLX v evoluci zachovavé a je spojena s nervovou tkani plosténky stejné jako
s nervovymi buiikami obratloveil. VSechny nalezy jsou velice kriticky hodnoceny a
porovnavany s literarnimi udaji v nasledujici kapitole Discussion. Celé tato kapitola je velice
zdafila.

Bohaty seznam citaci pouzité literatury ukazuje, Ze se autor velice podrobné a v §irokém
zabéru seznamil s velkym mnoZstvim poznatkl. Zde by bylo tfeba vénovat vétsi pozornost
Upraveé textu citaci.

Dovoluji si piednést nékolik dotazi.

1. K modelu gliloblastomovych bunék jako nastroje pro studium funkce TLX v nervové
tkani: Je mozné nékteré nebo vSechny nadorové buriky glioblastomu povaZovat za nadorové
kmenoveé buiikky? Vykazovaly nékteré z téchto bunék znamky diferenciace?

2. Uvadite, ze dvé pouzité protilatky prokazuji riznou intenzitu obrazu. Kazda z nich
zaznamenavd jinou ¢ast antigenu TLX. Obé protilatky jsou krali¢i a neni moZné je pouzit pro
simultanni znaceni. Jsou protilatky, které by tento problém fesily, dosaziteIné? Planujete
jejich pripravu pro umoznéni detekce modifikaci TLX?

3. TLX jste detekoval v jadfe i v cytoplazmé studovanych bunéek. V jadre byly vysoce
pozitivni zaznamy TLX v oblastech chudych na DNA. Mate né&jaké vysvétleni pro tuto
skute¢nost?

Zavér
Na zakladé literarnich pramentt MUDr. Otakar RaSka prokazal schopnost formulovat

védecky problém, experimentalné pracovat, hodnotit dosaZené vysledky a piedat je formou
publikace odborné vefejnosti. Dizertaéni prace pfinasi prioritni védecké poznatky. Prace je
po odborné i1 formalni strance odpovidajici zdkonnym pozadavkiim i internim poZadavkiim
fakulty kladenym na tento typ praci.

Doporuduji doktorskou dizertaéni praci MUDr. Otakara Rasky k piijeti jako
podklad k udéleni védecké hodnosti PhD. (za jménem).

V Praze dne 5. zafi 2012

RNDr. Jara Nedvidkova, CSc.




