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Oponovana diplomova prace Bc. Martiny Seifrtové ma celkem 73 stran. Na 32
stranach velmi dobfe zpracovaneho literarnim Uvodu autorka vysvétlila Ulohu
mitogeny aktivovanych proteinkinas po ovlivnéni leukemickych bunék DNA
poskozujicimi latkami, coZ je uloha nelehka. Lze souhlasit s autorkou, Ze po
poskozeni DNA v burikach jsou soubé&zné s cestami vedoucimi k bunécné smrti
aktivovany, alespon v Casné fazi, signaly zajistujici pfeziti a proliferaci bunék. Jednou
z téchto cest je aktivace rozsahlé site MAPK. Velmi hezky jsou tyto signalni cesty
shrnuty na obr. ¢.4. Jedna z téchto signalnich cest pres Ras, Raf MEK1/2 a ERK1/2
kinasy je studovana u leukémii, nebot vede k bunéénému rlstu a zastavé apoptdzy.
Inhibice této signalni cesty by mohla byt vyznamna v terapii nadorovych onemocnéni.
Autorka pouzila inhibitor kinas MEK1/2 U0126.

Jako experimentalni model byly vybrany bunky bunécné linie T-lymfocytarni
leukémie MOLT-4. Pfi sledovani Gcéinku mitoxantronu byly pouzity jednak metody
flow-cytometrické analyzy a dale elektroforéza spolu s metodou western blot.
Pouzité metody jsou popsany velmi podrobneé na deseti stranach textu. Vysledky a
diskuse obsahuje kapitola 4 (19 stran).

Z vysledkl je ziejmé, Ze autorka se seznamila a prakticky provadéla fadu

$pickovych metodik molekularni biologie. Z vysledku flow-cytometrické analyzy je



patrné, ze 24 h inkubace bun&k se samotnym inhibitorem U0126 zvy$uje u
inkubovanych bunék procenta pozitivity annexinu V, pfi kombinovaném u&inku
U0126 a mitoxantronu (MTX) je apoptoza vy$si neZ pfi inkubaci pouze s MTX.
Autorka prokazala, Ze spole¢na (24h) inkubace bunék s 0.5 nmol MTX a U0126 vede
ke zvySeni bloku bunék v G2/M fazi.

Pomoci western-blot analyzy sledovala celkové mnozstvi kinas ERK1/2, které
se ve sledovanem modelu nemeénilo, ani po inkubaci bunék s MTX, ani po pfidani
inhibitoru, mozna by vétsich zmén bylo dosazeno pfi studiu fosforylovanych forem
ERK1/2. Zvysledku je ziejme, Ze vzestup p53 a jeho fosforylace je spojena
predevsim s ovlivnénim bunék MTX nez ucéinkem inhibitoru.

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 70 citaci, kde autorka dodrzela citacni normy. Prace je sepsana
srozumitelnou formou, s minimem preklept. V metodické ¢asti je u popisu protilatek
pouzito oznaceni ERK, ale ztextu je zjevne, Ze se jedna o ERK1/2. Z pfedlozené
diplomoveé prace je zfejmé vyuZiti celé skaly $pickovych metodickych pfistupt,
jsou velmi dobfe popsany metody jak western blot analyzy, tak metody flow-
cytometricke a je zfejmé dobré pochopeni téchto naroénych metod. Autorka
prokazala, ze ovlada metody statistického zpracovani vysledk.

Otazky a pfipominky recenzenta:
1/V souCasné dobé jsou testovany inhibitory Raf-1 kinasy pro svoje protinadoroveé
ucinky. Ve vasi praci jste studovala ucinek inhibitoru U0126. Popiste kinasy, které

tyto dva inhibitory ovlivauji.

Zaver :

Prace byla naplanovana, provedena a sepsana védecky odpovidajicim
zpusobem a rozsifila veédecké poznatky tykajici kombinovaneho efektu MTX a
inhibitoru U0126. Byly pouzity moderni metodiky v souladu se soucasnymi svétovymi
trendy. Predlozena prace vyhovuje véem predpisim stanovenym pro diplomové
prace. Proto ji navrhuji pfijmout a vzhledem ke kvalité pfedkladané prace ji hodnotim

znamkou vyborné.

Prof. RNDr; Jifina Vavrova, CSc.
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