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Souhrn:

PredloZena diplomova prace zpracovava na 84 stranach anglického textu, 40 obrazkd, 6 tabulek a 3 videi
Sirokou problematiku senescence ve vztahu k citlivosti na induktory apoptdzy. Autor prace si klade za cil
popsat v modelovém systému efekty inducibilnich CDKN1A (p21) a CDKN2A (p16) inhibitord cyklin-
dependentnich kindz ve vztahu k proapoptické signalizaci.

V Uvodu je $iroce rozvedena pravé tematika signalizace, ale ve vysledkovi ¢asti se tomu autor pfili§ nevénuje.
Naopak neni jasné, jaky je vztah rGiznych forem bunééné smrti, které autor v Uvodu popisuje, k senescenci.
Senescence neni primarné letalni proces a proto je nutné jej vymezit k dalSim letalnim proceslim bunécné
smrti, véetné apoptdzy. Chybi dlraz na definice pojmu — tyto nejsou jasné popsané a nasledné jsou v textu
nejednoznacné pouzivané. Napfiklad neni Uplné ziejmé co to je “senescent-like state” u testovanych bunék.
V abstraktu autor piSe, Ze pomoci indukované exprese navodil senescenci-podobny fenotyp, ale nasledné se
vénuje hlavné metabolickym drahdm v mitochondriich a zvy$ené hladiné proteinl rodiny Bcl-2. Senescenci-
podobny fenotyp autor nasledné viibec v Uvodu nepopisuje a vraci se k nému az v kapitole Vysledky (str. 58),
kde udava, Ze den 15 po indukci je dnem navozeni tohoto fenotypu: ,,day 15 was chosen as a time point of

established senescent-like phenotype (for simplicity called only “senescent”)”. Ctenati nenf jasné, co si pod

II)(I
timto pojmem ma predstavit — je to senescence jako takova nebo je to néco mezi apoptdzou a senescenci?
V préci nejsou definované znaky tohoto specifického stavu — nasledné jsou pouZité dlouhodobé znamé obecné
znaky senescence jako takové, kterych autor pouZil pro vlastni experimentalni praci pét z popsanych deviti.

V Zaveéru autor opét zminuje tento fenotyp (bod 1. a 2.) bez jasného popisu.

Soulad a souvislosti mezi jednotlivymi kapitolami jsou pomérné slabé. Metodicky je prace kombinaci bunécné
biologie, biochemie, mikroskopie a priitokové cytometrie. Takovy Siroky zabér metodik je skutecné slozité
pojmout v rozsahu diplomové prace a autor se zde nevyhnul zkratkovitym popistim, pfedevsim co se tyce
sbéru a analyzy dat. Objem experimentalni prace je skutec¢né velky, autor je navic i spoluautorem relevantni
publikace (Mrazkova, B. et al. Aging (Albany NY) 10: 434 (2018)), kterd nebyla v této diplomové praci citovana.
Proc¢? Popisuje totiz presné to, co této diplomové praci chybi — novy povrchovy znak senescentnich bunék
L1CAM na stejném biologickém materidlu. Neni mi proto jasné, proc se autor nesoustredil pouze na tuto
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ucelenou oblast, a naopak sloZitym zplsobem spojuje vice témat a metodik.

Celkové ma piedlozend préce jistou kvalitu, ale autor se musi jedt& naucit tvorbé védeckého textu. Casti textu
jsou volné inspirované predchozi diplomovou praci z laboratore Skolitele (obhajena 2014, citovana), pfipadné z
necitovanych prehledovych ¢lankl. To jsou nesvary, které s sebou nese pravé tvorba anglického textu.
Nicméné kontrola plagidtu v Turnitin neobjevila zavainé pochybeni (< 10%).

Cile prace:

Zadani prace nebylo v SIS uvedené a dle autora v kapitole 3 je popisuje takto: “study effects imposed in a
model cancer cell line by inducible mid- to long-term expression of well-known, pro-senescent cell cycle
inhibitors p16 and p21, especially in respect to apoptotic signalling.”

Struktura prace:
PfedloZena diplomova prace ma klasické ¢lenéni a poskytuje rychlou orientaci. Jiz zminénym problémem je, Ze
v kapitolach neni vzdy vSe, co tam ma byt a naopak se tato informace nachazi jinde.

Formalni droven:

Z formalniho hlediska v praci chybi mnoho informaci, podle kterych by bylo mozné spravnost experiment( a
jejich interpretaci posuzovat. Casto chybi kontroly, pfipadné je sporna jejich vhodnost - napf. transientné
transdukovana linie H28 prazdnym vektorem neni dobrou kontrolou pro 4 pouzité klony.

NiZe uvadim moje konkrétni vyhrady:

- ve zkratkdch nemaji byt ndhodné vybrané genové nazvy

- v Uvodu je detailni popis senescence a apoptdzy, ale nikde neni podany jejich vzajemny vztah. Autor se v
préci vénuje induktor@im apoptdzy, ale jejich popis v Uvodu také chybi — homoharringtonin a TRAIL jsou
zminéné dale ve Vysledcich, ale ABT737 neni nikde popsany, resp. se vyskytuje pod zménénym nazvem ABT-
737, a nelze proto dohledat. Takovych nepresnosti a Spatné umisténych informaci je v praci hodné. Nevim
proto jaké jsou vlastnosti a mechanismus plsobeni pouZitych latek.

- chybi mapy pouzitych vektorud a postup selekce klond. U biologického materidlu je to kritické.

- v Metodice neni popsany postup méreni, nastaveni pfistrojl, ani princip analyzy dat. Proto neni mozné
experimenty zopakovat. Chybi princip a zdGvodnéni jednotlivych komerénich kitl pfedevsim pro fluorescenéni
barveni.

- neni jasné jakym zplisobem autor pocital buriky v tabulkdch 4 a 6. Hodnoty ziskané méfenim metabolické
aktivity pristrojem Seahorse byly totiz nasledné prepocitané na 1*10”4 bunék.

Vécné chyby:

Autor nepouZivd oficidlni genové ndzvy! Souvisi to se starsSimi citacemi. Dokonce chybi popis pfedmétnych
genl pro pl6 a p21, v€etné alternativniho sestfihu!

Nikde neni zdlvodnéné pouZiti mezotheliomové linie H28 ani induktort apoptdzy — v obou pripadech

klicového materialu.




Jazykova uroven:

Autor pouziva nekonsistentni formu anglictiny — prolind se anglicka a americka s preferenci anglické —
napfiklad characterize/se se objevi na jedné dvoustrance (str. 93-4). Vétsina chyb spociva ve $patnych
anglickych koncovkach, pfipadné zdméné slovnich druhd. PoufZiti ¢lend je naprosto nedostatecné, na celych
strandch neni ani jeden.

Citace:

Autor cituje 112 publikaci s mnoha formalnimi chybami. Z téchto je pouze 42 publikaci z poslednich pétilet a
jen 9 z poslednich dvou let. Pro¢ autor necituje soucasné zdroje? Je to zarazejici predevsim proto, Ze o nich vi a
Cast svého textu z nich volné vytvafi, predevsim v logickych spojenich a citacich. Citace musi byt dohledatelné,
proto i citovana diplomova prace z laboratore skolitele (Novdkova, 2014) musi mit zdroj:
https://is.cuni.cz/webapps/zzp/detail/129405/

Celkové hodnoceni:

PfedloZenou diplomovou préci hodnotim jako primérnou. Bude nutné, aby si autor vZdy ujasnil volbu metody
pro cil, ktery chce dosdhnout. Preji mu vice peclivosti pfi psani, ve formulacich a pfti interpretaci dat.

Doporuceni:
Doporucuji praci k obhajobé a autorovi navrhuji udéleni titulu Mgr.

Otazky:

1/ Zminované znaky senescence jsou starsiho data — 10 aZ 20 let. Skuteéné se v tomto rychle vyvijejicim
tématu bunécné a nadorové biologie neobjevily v posledni dekadé nové znaky, kromé Vami publikovaného
L1CAM? Pro¢ neni pouZity povrchovy znak L1ICAM pro detekci senescentniho fenotypu?

2/ Proc je nutné barvit B-Gal po fixaci, pfes noc a v 37°C? Existuji membranové permeabilni 3-Gal substraty
pro znaceni zivych bunék? Pfi pouziti analyzy jednotlivych bunék by takova metoda podala presnéjsi data

v kombinaci s dal$imi pouZitymi znaky zastaveni bunécného cyklu. Bylo by tak moZné analyzovat heterogenni
populaci po transdukci bez nutnosti vytvaret, selektovat a charakterizovat klony?

3/ Jak vite, Ze na Western blotu (Fig. 22) je prouzek o nizsi Mw pRb (RB1) nefosforylovany a vy$si Mw
fosforylovany?

4/ Které klony mate zobrazené na obrazku Fig. 23? Je zminéna vlastnost klonalné-specificka nebo
zobecnitelna. Mate pro zobecnéni data, kterd muzete ukazat?

5/ Neni mi jasny obrazek Fig. 26 A) — znaceni EdU -/+. Nepfedpokladam, Ze jste pouZil vapnikovy indikator
Indo-1, ani FITC. Popiste prosim v detailu distribuci bunék na tomto obrazku.

6/ Priprava H28 klon( byla provedena studentkou Gitou Novakovou v predchozi diplomové praci (obhajend
2014), jak zde bylo spravné popsané. Nicméné neni jasné, zda se zde jedna o stejné klony. V predlozené praci
neni oviem pouZity BrdU jako chemicky induktor senescence (poskozeni DNA) ani zdfeni gama (jako

v publikaci Mrazkova, B. et al. Aging (Albany NY) 10: 434 (2018), ale naopak induktory apoptdzy. Provazani




téchto souvisejicich praci a pouZitého materidlu a induktord jsem v praci postradal.
MiZete srovnat klony, induktory a vysledky do jedné konzistentni tabulky?

Vysvétleni k otdzce 3/: Pro¢ byly pouZité pouze vybrané klony a nikoli také transientni kultury po
transfekci plasmidem? Jakd byla Vase ucinnost transfekce? Byla provedend selekce puromycinem?
Jakd byla variabilita mezi klony pro studované vlastnosti? Proc¢ byla jako kontrola vzata pravé smésna
kultura po transientni transfekci prazdnym plasmidem? Nezdvisle na tom, kdo tuto praci provedl,
musi byt tento vybér biologického materidlu fadné popsany a zddvodnény. Je to nezbytny zaklad pro
spravnou interpretaci dat.

7/ Nechapu vysledek analyzy celkového zastoupeni S/4N — bunék v S, G2, M fazi bunécného cyklu — hlavné pfi
pouZiti nocodazolu, ktery blokuje vystup z M faze. Jak bylo fe¢eno v Uvodu, senescentni buriky vétsinou skonéi
v zablokované G1 fazi. Jak vysvétlite vysledky (Fig. 17), kde po ovlivnéni nocodazolem a indukci exprese p16
postupné klesa zastoupeni S/4N bunék, zatimco by tato frakce méla stoupat pfi hromadéni bunék v M fazi. U
klonl s vysokou expresi p21 je tento efekt jesté rychlejsi (Fig. 20 a 21).

8/ Jak vysvétlite, Ze na str. 64 piSete, Ze 60% pl6-exprimujicich bunék bylo béhem 24-hodinové inkubace
v S fazi, ale na obrazku, kde znazornujete zastaveni bunééného cyklu (Fig. 17) mate pouhych 20 % v S a G2/M
fazi. U p21-exprimujicich klonG je tomu pfesné naopak.

9/ Nicméné pro oba induktory je pouZity jiny ¢asovy ramec (p16 po 15 dnll/7 indukci; p21 po 7 dnl/3 indukce).
Pro zastaveni bunécného cyklu autor pouzil jiny ¢as — 5-denni indukci pro p16 a 2-denni pro p21. V obou
pfipadech neni jasné z jakého dlvodu se takto autor rozhodl, ani zde nejsou citované relevantni prace.
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