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Oponovana diplomova prace Bc. Soni Zemankové ma celkem 73 stran. Na 32
stranach, ve velmi dobfe zpracovaném literarnim Gvodu autorka vysvétlila Glohu
proteinu p53, oznacovaného také jako strazce genomu v indukci apoptézy a zastavé
bunécného cyklu po ovlivnéni bunék DNA poskozujicimi latkami. Autorka podrobné
popsala strukturu a funkce proteinu p53 a dale pak jeho degradaci. Vyznamna ¢ast
literarniho Gvodu je vénovana také fosforylaci tohoto proteinu. Z literarniho tvodu
vyplynuly hlavni cile prace, zhodnotit indukci apoptézy vyvolanou mitoxantronem
(MTX) - cytostatickou latkou uZivanou v terapii leukémii a lymfom({ a prokazat
vyznam inhibice proteinu p53 pomoci inhibitoru oznaceného jako pifitrin-alfa.

Jako experimentalni model byly vybrany bunky bunééné linie T-lymfocytarni
leukemie MOLT-4. Pfi sledovani ucinku mitoxantronu byly pouzity jednak metody
flow-cytometricke analyzy a dale elektroforéza spolu s metodou western blot.
Pouzité metody jsou popsany velmi podrobné na deviti stranach textu. Vysledky a
diskuse obsahuje kapitola 4 (23 stran).

Z vysledkl je zfejme, ze autorka se seznamila a prakticky provadéla fadu
SpiCkovych metodik molekularni bioclogie. Z vysledkl flow-cytometrické analyzy je
patrne, ze 24 h inkubace bunék se samotny pifitrinem-alfa zvySuje u inkubovanych

bunék procenta annexinu V, pfi kombinovaném ucinku pifitrinu-alfa a 0,1 nM MTX je



apoptoza vyssi neZ pfi inkubaci pouze s MTX. Autorka prokazala, Ze inhibice p53
nevede k ovlivnéni bloku bunék v G2/M fazi.

Pomoci western-blot analyzy sledovala celkové mnozstvi p53 a jeho
fosforylaci na serinu 392 a serinu 15. Prokazala pokles mnoZstvi p53 u bunék
MOLT-4 po inkubaci se samotnym pifitrinem-alfa, coz dokazuje jeho inhibi¢ni efekt.
V pfipadé kombinovaného ovlivnéni MTX a pifitrinem-alfa do$lo k poklesu pouze
vintervalu 4 h po zacatku inkubace. MTX ved! k fosforylaci p53 jak na serinu 15, tak
na serinu 392. DalSim dulezitym proteinem spojenym s indukci p53 po genotoxickém
stresu je inhibitor CDK protein p21. Autorka prokazala mirny pokles mnozstvi tohoto
proteinu za 4 h po kombinovaném podani MTX a pifitrinu-alfa ve srovnani se
samotnym MTX. V pozdejSim obdobi (24h) jiz mnozZstvi p21 nebylo pifitrinem-alfa
ovlivnéno.

Graficky je prace dobfe dokumentovana sedmi obrazky a 17 grafy &i
reprezentativnimi zaznamy z vlastni prace na flow-cytometru a western blot analyze.
Literatura obsahuje 74 citaci, kde autorka dodrzela citacni normy. Prace je sepsana
srozumitelnou formou, s minimem pfeklepl. Z pfedlozené diplomové prace je ziejmé
vyuziti celé Skaly Spickovych metodickych pfistupt, jsou velmi dobie popsany
metody jak western blot analyzy, tak metody flow-cytometrické a je zfejmé dobré
pochopeni téchto narocnych metod. Autorka prokézala, Ze ovlada metody
statistického zpracovani vysledku.

Otazky a pripominky recenzenta:
1/ Vysvétlete vyznam fosforylace p53 ( na jednotlivych mistech) v odpovédi bunky na

genotoxicky stres

Zaver :

Prace byla naplanovana, provedena a sepsana veédecky odpovidajicim
zpusobem a rozsifila védecké poznatky tykajici se molekularnich mechanismu ucinku
kombinovaného efektu MTX a inhibitoru proteinu p53 - pifitrinu-alfa. Byly pouzity
moderni metodiky v souladu se soucasnymi svétovymi trendy. Predlozena prace
vyhovuje vSem pfedpisim stanovenym pro diplomové prace. Proto ji navrhuiji

pfijmout a vzhledem ke kvalité predkladané prace ji hodnotim znamkou vyborné.

Prof.RNDr. Jifinayévrové,-G-Sc.
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