Oponentsky posudek k disertaéni praci

MUDr. Ilona RouSalova:

"Expression and function of serpin B9 in lung cancer cells"

Mezi klicové patogenetické faktory kancerogeneze patii schopnost vétSiny nadorovych
bun&k vyvazat se z apoptosy, formy programované bunééné smirti, ktera uéinkuje jako pfirozena
bariera maligniho procesu. Mechanismus apoptosy je zaloZen na existenci regulaénich a
efektorovych slozek, pricemz regulaéni podnéty ptichazeji jak z extracelularni oblasti, tak zevnitf
buriky. Apoptosa mize byt vyvolana riznymi stresovymi situacemi, kterymi maligné
transformované buiiky prochézeji, ale miZe byt vyvolana i uméle, t¢inky protinadorové terapie.
Z toho divodu jakakoli dysfunkce apoptotického systému nejen neptiznivé ovlivituje priibéh

nadorové choroby, ale i odpovéd’ na medikamentosni, radia¢ni a biologickou terapii.

Z uvedeného je ziejmé, Ze studium slozek apoptotickych kaskad a jejich regulace se fadi
mezi hlavni proudy onkologického vyzkumu. V laboratofich molekularni a bunééné biologie
Kliniky pneumologie a hrudni chirurge 3.LF UK a Nemocnice Na Bulovce jsou studovany
poruchy apoptotickych mechanismi u nemalobunééného karcinomu plic (NSCLC) pod vedenim
MUDr. EvZena Kiepely, CSc., jiz fadu let. Na tomto vyzkumu se podilela v posledni dobé i
MUDr. Ilona Rousalova. Ve své dizertacni praci se zaméFila piedev$im na expresi a funkci
serpinuB9, ktery je pokladan za pfirozeny inhibitor proapototické protedzy granzymu B.
Granzym B (GB) je kli€ovou sekre¢ni protedzou cytotoxickych lymfocytl a ptirozenych
zabijec, NK bunek. Jedna se tudiz o dilezitou slozku zevniho apoptotického programu.
Uchazecka se rovnéZz podilela v ramci ustavni spoluprace na studiu regula¢nich mechanisma
apoptosomového aparatu, zejména vlivu methylace DNA na expresi Apaf-1 interacting proteinu a

nuclingu(UACA), jejichZ produkce je u tumor( utlumena v porovnani se zdravou tkani.

Ve své experimentalni praci pouzivala uchazecka aktudlni molekulérné biologické

postupy, jako jsou moderni metody izolace a kvantifikace RNA, real-time RT-PCR,
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westernblotové analyzy, cytologické a imunocytochemické techniky. Hlavni vysledky byly
shrnuty ve 3 impaktovanych publikacich, z nichz souborny ¢lanek o apoptose indukované
granzymem B rovnéZ obsahuje originalni experimentalni data. Mimo to je uchazecka prvni
autorkou 3 sjezdovych sdé€leni a spoluautorkou dal$iho, které byly rovnéz zvetejnény formou

abstrakt, vétSinou jako supplementa renomovanych ¢asopisi.

V souvislosti se studiem vyskytu proteinu PI-9 v nadorovych buiikach bych si dovolil
zdlraznit vyznam demonstrace SDS-resistentniho komplexu mezi PI-9 a granzymem B. Nélez
komplexu je obecné pokladan za absolutni diikaz inhibice proteasy danym serpinem. Zatimco
komplex vizualizovany pomoci anti-GrB ma ofekavanou lokalizaci (viz obr. 4 str 37), blot s anti-
PI-9 je v tomto ohledu nejasny. Zde by vysvétleni podané autorkou bylo mozno doplnit o dalsi

alternativy, ovSem idedlni by byla paralelni kontrola s purifikovanym PI-9.

Jen jako formalni doplnéni bych upozornil na nékteré chybicky, napt. (1) Autoreferat
Summary: "is....a platform activates"; doplii "which", (2) Autoreferat Souhmn: "s mén¢
nediferencovanym adenokarcinomem", (3) str.26: "has been showed". Nemohu si vSak odpustit
komentéf k naduzivani zkratek v textu autoréferétu, ktery by mél slouzit jako zdkladni informac¢ni
zdroj i osobam, méné zb&hlym v uZivani tohoto pozoruhodného arzenalu. Zde bych alespor

doporuéil respektovat v Casopisech bézné vyzadovany plny nazev pii prvnim uvedeni.

Obecné je moZno konstatovat, Ze uchazecka jednak prokazala vysokou metodickou
erudici v feSeni aktualnich problémii biomedicinského vyzkumu, jednak byla schopna
analyzovat, zformulovat a adekvatng interpretovat dosazené experimentalni vysledky.Tento fakt
je dokumentovén 3 publikacemi v kvalitnim periodiku. Z toho diivodu DOPORUCUIJI p¥ijmout
diserta¢ni praci jako podklad k udéleni titulu PhD.
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