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oponovaná dip|omová práce Bc' Martiny Seifrtové má celkem 73 stran' Na 32

stranách veImi dobře zpracovaného Iiterárním úvodu autorka vysvět|iIa Ú|ohu

mitogeny aktivovaných proteinkinas po ov|ivnění |eukemických buněk DNA

poškozujícími |átkamj, coŽ je úloha ne|ehká' Lze souh|asit s autorkou, Že po

poškození DNA v buňkách .jsou souběŽně s cestami vedoucími k buněčné smrti

aktivovány' a|espoň v časné fázi' signá|y zajišt,ující přeŽití a pro|iferaci buněk' Jednou

z těchto cest je aktivace rozsáhlé sítě MAPK' Ve|mi hezky jsou tyto signá|ní cesty

shrnuty na obr. č.4. Jedna z těchto signá|ních cest přes Ras, Raf MEK112 a ERK112

kinasy je studována u leukémií' nebot'Vede k buněčnému růstu a zástavě apoptózy.

Inhibice této signá|ní cesty by moh|a být významná v terapii nádorových onemocnění.

Autorka pouŽi|a inhibitor kinas MEK1/2 U0126.

Jako experimentá|ní model by|y vybrány buňky buněčné |inie T-lymfocýární

|eukémie MOLT-4. Při s|edování účinku mitoxantronu by|y pouŽity jednak metody

f|ow-cytometrické ana|ýzy a dále e|ektroforéza spo|u s metodou Western blot

PouŽité metody jsou popsány ve|mi podrobně na deseti stranách textu. Výs|edky a

diskuse obsahuje kapitola 4 (19 stran).

Z výs|edků je zřejmé, Že autorka se seznámi|a a prakticky provádě|a řadu

špičkových metodik mo|ekulární bio|ogie' Z výs|edků f|ow-cytometrické ana|ýzy je



/

patrné, Že 24 h inkubace buněk se samotným inhibitorem U0126 zvyšuje u
inkubovaných buněk procenta pozitivity annexinu V, při kombinovaném Účinku

U0126 a mitoxantronu (MTX) je apoptóza vyŠŠí než při inkubaci pouze s MTX'

Autorka prokáza|a, Že spo|ečná (24h) inkubace buněk s 0'5 nmol MTX a U0126 vede
ke zvýšení b|oku buněk v G2lM fázi'

Pomocí western'b|ot ana|ýzy s|edova|a ce|kové mnoŽství kinas ERK1/2, které

se Ve s|edovaném mode|u neměnilo' ani po inkubaci buněk s MTX' ani po přidání

inhibitoru, moŽná by větších změn by|o dosaŽeno při studiu fosfory|ovaných forem

ERK1IZ. Z výsledků je zřejmé' Že vzestup p53 a jeho fosfory|ace je spojena
především s ovlivněním buněk MTX neŽ účinkem inhibitoru'

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 70 citací, kde autorka dodrŽe|a citační normy' Práce je sepsána

srozumite|nou formou, s minimem přek|epů. V metodické části je u popisu proti|átek

pouŽito označení ERK' a|e z textu je zjevné, Že se jedná o ERK1/2. Z před|oŽené

dip|omové práce je zřejmé vyuŽití ce|é šká|y špičkových metodických přístupů,
jsou ve|mi dobře popsány metody jak western b|ot analýzy' tak metody f|ow.

cýometrické a je zřejmé dobré pochopení těchto náročných metod. Autorxa

prokáza|a, že ov|ádá metody statistického zpracování výs|edků.

otázky a připomínky recenzenta:

1/ V současné době jsou testovány inhibitory Raf'1 kinasy pro svo1e protinádorové

účinky' Ve vaší práci jste studova|a účinek inhibitoru U0126' PoprŠte kinasv, ktere

tyto dva inhibitory ovIivňuji.

Závěr:
Práce by|a nap|ánoVána' provedena a sepsána vědecky odpovídajicim

způsobem a rozšíři|a Vědecké poznatky týkající kombinovaného efektu MTX a

inhibitoru U0126' Byly pouŽity moderní metodiky v souladu se současnými světovými

trendy. Před|ožená práce vyhovuje všem předpisům stanoveným pro dip|omové

práce. Proto ji navrhuji přijmout a vzhledem ke kvaIitě předk|ádané práce ji hodnotím

známkou výborně'
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