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Obecné poznamKy:

Posuzovana dizertaéni prace Mgr. Pavliny Majtnerové je sepsana v Ceském jazyce, ma
standardni ¢&lenéni, celkem 132 stran v&etné 19 piiloh zahrnujicich kromé originalnich
experimentalnich dat i 2 autorkou publikované €lanky (1x experimentalni prace a 1 x souhrn —
obé v Casopisech s IF).

Kromé toho je dokladovano spoluautorstvi predkladatelky v dalsich tfech experimentalnich
pracich (2 x Casopisy sIF a 1 x gasopis s neuréenym IF), jejichZz obsah volné souvisi
s ptedkladanou dizerta¢ni praci.

Souhrn posudku:

Ve své disertaini praci se jeji predkladatelka Mgr. Pavlina Majtnerova vénovala vyvoji a
validaci nového metodického pfistupu pro zékladni hodnoceni pritomnosti a kvantifikace
bun&né smrti — apoptézy u experimentalnich in vitro modelt (vybranych adherentnich
stabilizovanych bun&Enych linii). Deklarované vysledky prace naznaluji, Ze stanoveny
experimentdlni cil byl naplnén. Prezentované spektrofluorimetricka detekce nuklearni
kondenzace a fragmentace u apoptickych bun&k pomoci fluorochromu Hoechst 33258 poskytla
v uvedenych testovanych modelech srovnatelné vysledky s referen¢ni metodou TUNEL a muze
poskytovat i dalsi potencialni vyhody jakymi jsou napf. rychlost stanoveni, moznost simultanni
analyzy vétsich poétl vzorki (tzv. optimalizovany workflow) véetné ptiznivych finan¢nich
nakladf na vlastni stanoveni.



Z experimentéalniho hlediska je tfeba vyzdvihnout, Ze ptedkladatelka vyuzila a zvladla
spektrum technik a metodickych postupd, které jsou rutinné pouzivany v cytologickych a
molekularn& biologickych laboratofich, a to véetné prace z Zivym biologickym materialem.
Piedkladatelkou pouzité metodiky nejsou sice nijak naro¢né na vlastni provedeni, nicméné
vyZaduji vysokou miru pelivosti pfi jejich provadéni a zaroven i zkudenosti pfi jejich
vyhodnocovéni. Proto je jisté pot&Sitelné, Ze obe tyto vlastnosti predkladatelka svymi vysledky
prokazala. Jako dalii pozitivum této prace hodnotim i snahu validovat nové vyvijenou metodiku
na $ir§im spektru biologickych modeld u kterych byla experimentalné navozena buné¢na smrt
riznymi induktory.

Na druhé strané je potieba poukézat i na slabiny a limity této prace. Ty se tykaji jak
formalnich, tak obsahovych zéleZitosti. V teoretickém uvodu je napf. velmi volné€ operovano
s terminy programovand bun&na smrt a regulovana bun&éna smrt, a to i pres to, Ze se
piedkladatelka &asto odkazuje na referenéni jasné deklarovanou nomenklaturu buné¢né smrti,
tak jak byla publikovana ve své posledni verzi z roku 2018. Shrnuti podstaty a mechanizm
apopt6zy se miZe dnes ve svétle nasich znalosti jevit jako jednoduché, ale bohuzel tomu tak
neni. V predkladaném tuvodu o apoptéze jsou tedy uvedeny jeji zakladni a kanonické
mechanizmy, ale nejsou naopak ani zminény dalsi, které maji potencialni vliv i na feSenou
problematiku. Tyka se to napf. dalSich enzym, organel &i procesti aktivné zapojenych do
apoptézy (lysozomu, ER, kalpainy, katepsiny atd). Trochu ugelové je v tomto piehledu zminéna
i stresova kinaze JNK, ale jsou opominuty dalii MAPK (p38, ERK), kter¢ se také Casto aktivné
Gi¢astni proapoptické signalizace. Potencidlné nejvétsim nedostatkem prezentovaného
piehledu, a to zejména s ohledem na pouzité induktory apoptozy v experimentilni &asti
price, je naprosté opominuti kli€ové signalizace spojené s genem pS3!!

V ptehledu metodik pro detekci apoptézy postradam i velmi standardni hodnoceni
(pritokovou cytometrii, mikroskopicky ¢i spektrofluorimetricky) miry apoptézy pomoci
barveni akridinovou oranz a ethidium (propidium) jodidem. Naopak nemohu souhlasit
s uvedenim metodik jakymi jsou napf. WST, & XTT ¢&i stanovenim glutathionu jako
referenénich piistupt pro biochemické hodnoceni pfitomnosti apoptozy. Zde by bylo tfeba
uvést napf. metody stanoveni translokace cytochromu c do cytoplazmy, méfeni
mitochondrialnich membranového potencidlu & permeabilizace lyzosomalnich membran a
zejména stanovovani aktivit enzymi — kaspaz, kalpainti, DNA4z atd. S tim souvisi i vlastni
experimentélni zab&r; kdy porovnavani vyvijené metody s WST ¢&i glutathionem nedava smysl.
Naopak pro robustngjsi vysledky by bylo byvalo vhodné pouzit stanoveni sub Gi bun&né
frakce & PS-Annexinu, které Gasto slouzi pro rutinni kvantifikaci pfitomnosti apoptozy ve
studovaném modelu.

V neposledni fadé je $koda, Ze v ramci diskuze a zavéru nebyl podan struény souhrn
tzv. nedostatkd & omezujicich faktord (limitations), které nemohla prace postihnout a které
bude tfeba dale do budoucna studovat.



K praci mam dale n&kolik dalSich vytek, komentafu a otazek:

1. Formalné se opét na textu této prace ukazuje, jak obtizné je sladit jazykovou, stylistickou a
obecné terminologickou formu v pfipadé€, kdy nekteré odborné terminy pivodem z anglického
jazyka jsou preloZeny a ,podedtény“ a jiné ne. Vede to pak na mnoha mistech textu
k nekonzistentnimu pouzivéani riznych jazykovych forem. Dale, pro¢ predkladatelka upravila
Obr. 1 (str. 16) do &eské podoby, zatimco u ostatnich nechala anglickou?

2. U prezentovanych mikrofotografii je standardem uvadét méftitko, které vak mnohdy chybi
(napt. Obr. 7 — str. 29, naopak u Obr. 18 — str. 76 jak se zda jsou méfitka zakomponovana, ale
v legend& nespecifikovéna).

3. Obr. 8 — nepfesné prevzeti a oznaleni elektron optické metody — A) je spravné transmisni
elektronova mikroskopie za B) chybi uvedené skanovaci elektronové mikroskopie (SEM).

4. Ptedkladatelka deklaruje vysledky ziskané na 4 stabilizovanych liniich Hep2G, HK-2, A549,
SH-SY5Y. V popisu (str. 50) upln& chybi jejich identifikace — tzn. o jaky bun&ny typ se jedna
a hlavng, jaky je jejich zdroj. Uvadéna autentizace téchto linii se provadi v pfipadg, Ze existuji
pochybnosti o jejich identité jako napf. pokud je ziskame z neoficialniho zdroje. Coz dle
pfilozenych publikovanych ¢lanki neni pravda — alespoil nékteré byly ziskany z ATCC, kde je
autentizace garantovana. Kromé toho v anglickych tezich je tato identifikace uvedena.

5. Jaka kritéria vedla predkladatelku k selekci bun&nych linii pro validaci nové metody?

6. V diskuzi pti porovnavani nové vyvinuté metody s dal§imi metodikami postradam hlubsi
vzhled, a to zejména s ohledem na miru citlivosti jednotlivych metod.

7. Muze autorka bliZeji specifikovat, v &em spo€ivaji nevyhody a limity ji vyvinuté techniky
detekce apoptdzy?

8. Velka vyhoda metody TUNEL spo¢iva v tom, Ze se da vyuzit i pro tkafiové fezy a biopsie ve
zvifecich modelech i u vzorkd ziskanych od lidi. Neuvazovala/nezkousela autorka aplikovat
nové vyvinutou metodiku i u téchto modela? Poptipadg, jaka jsou jeji ofekavani?

Prezentovand disertacni prdce spliuje poZadavky kladené na disertaéni praci v oboru
analytickd chemie. Uchazecka prokdzala samostatné tviir¢i schopnosti i ochotu a schopnost
spolupracovat v ramci §ir§iho védeckého kolektivu, co? je patrné nejenom z prdce samotné, ale
i z jeji publikacni aktivity. Uvedenou prdci doporucuji_k obhajobé a_zdroveri doporucuji
uchazecku Mgr. Pavlinu Majtnerovou k dalSimu Fizeni k_ziskdni titulu PhD.
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