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oponovaná dip|omová práce Bc' Soni Zemánkové má ce|kem 73 stran' Na 32

stranách, Ve Ve|mi dobře zpracovaném |Iterárním Úvodu autorka vysvět|i|a úlohu

proteinu p53, označovaného také jako stráŽce genomu v indukci apoptózy a zástavě
buněčného cyk|u po ovlivnění bunék DNA poškozujícími |átkami. Autorka podrobně

popsa|a strukturu a funkce proteinu p53 a dá|e pak jeho degradaci' Významná část

|iterárního Úvodu je věnována také fosfory|aci tohoto proteinu. Z literárního Úvoou

vyplynu|y h|avní cí|e práce, zhodnotit indukci apoptózy vyvo|anou mltoxantronem

(MTX) - cytostatickou |átkou uŽívanou v terapii |eukémií a |ymfomů a prokázaÍ

význam inhibice proteinu p53 pomocí inhibitoru označeného jako pifitrin-alfa'

Jako experimentální mode| byly vybrány buňky buněčné |inie T-lymfocytární

|eukémie MoLT-4. Při sledování účinku mitoxantronu by|y pouŽity jednak metody

f|ow-cytometrické ana|ýzy a dále e|ektroforéza spo|u s metodou western b|ot.

PouŽité metody jsou popsány ve|mi podrobně na devíti stranách textu. Výsledky a

diskuse obsahuje kapitola 4 (23 stran).

Z výs|edkŮ je zřejmé' Že autorka se seznámi|a a prakticky provádě|a řadu

špičkových metodik mo|eku|ární biologie' Z výs|edků f|ow.cytometrické ana|ýzy je

patrné, Že 24 h inkubace buněk se samotný pifitrinem.a|fa zvyšuje u inkubovaných

buněk procenta annexinu V, při kombinovaném účinku pifitrinu.a|fa a 0,1 nM MTX je



apoptóza Vyšší neŽ při inkubaci pouze s MTX' Autorka prokáza|a ' Že inhibice p53

nevede k ov|ivnění b|oku buněk v G2lM fázi.

Pomocí Western.b|ot ana|ýzy sledovaIa ceIkové mnoŽství p53 a jeho

fosfory|aci na serinu 392 a serinu 15' P rokáza|a pok|es mnoŽství p53 u buněk

MOLT.4 po inkubaci se samotným pifitrinem.alfa' coŽ dokazuje jeho inhibiční efekt.

V případě kombinovaného ovlivnění MTX a pifitrinem-a|fa došlo k pok|esu pouze

v intervalu 4 h po začáiku inkubace. MTX ved| k fosfory|aci p53 jak na serinu 15, tak

na serinu 392. Da|ším dů|eŽitým proteinem spojeným s indukcí p53 po genotoxickém

stresu je inhibitor CDK protein p21' Autorka prokáza|a mírný pokles mnoŽství tohoto

proteinu za 4 h po kombinovaném podání MTX a pifitrinu-a|fa ve srovnání se

samotným MTX. V pozdějším období (24h) již mnoŽství p21 neby|o pifitrinem-a|fa

oVIiVněno'

Graficky je práce dobře dokumentována sedmi obrázky a 17 grafy či

reprezentativními záznamy z v|astní práce na f|ow-cytometru a Western b|ot ana|ýze'

Literatura obsahuje 74 ciÍací, kde autorka dodrŽe|a citační normy' Práce je sepsána

srozumite|nou formou, s minimem překlepů' Z před|oŽené dip|omové práce je zřejmé

vyuŽití ce|é škály špičkových metodických přístupů, jsou velmi dobře popsány

metody jak Western b|ot ana|ýzy, tak metody f|ow-cytometrické a je zřejmé dobré

pochopení těchto náročných metod. Autorka prokáza|a, že ov|ádá metody

statistického zpr acov ání výsIedků.

otázky a připomínky recenzenta:

1/ Vysvětlete význam fosfory|ace p53 ( na jednot|ivých místech) v odpovědi buňky na

genotoxický stres

Závěr:
Práce byla nap|ánoVána' provedena a sepsána vědecky odpovidajícím

způsobem a rozšířila Vědecké poznatky týkající se mo|eku|árních mechanismŮ účinku

kombinovaného efektu MTX a inhibitoru proteinu p53. pifitrinu-alfa' By|y pouŽity

moderní metodiky v sou|adu se současnými světovými trendy' PředloŽená práce

vyhovuje všem předpisům stanoveným pro dip|omové práce- Proto ji navrhuji

přijmout a vzh|edem ke kva|itě předkládané práce ji hodnotím známkou výborně


