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Oponentsky posudek

Dizerta¢ni prace: Mgr. Tomas Groh
na téma: Mechanismus pisobeni protinadorovych l1é¢iv v neuroblastomech

Ptredkladand prace si klade za cil charakterizaci molekularniho ucinku vybranych
protinadorovych 1é¢iv v neuroblastomovych nadorech. Diiraz je také kladen na vyuziti téchto
znalosti pro dosazeni vys$i efektivity protinadorové terapie neuroblastomi. Jednu skupinu
studovanych latek tvofi konvenéni chemoterapeutika, jejichz ucinek je Castecné zalozen na
poskozeni DNA nadorovych bunck a nasledné bunécné smrti. Mezi latky zahrnuté do této
studie patfi cisplatina, etoposid a ellipticin, jejichZ nevyhodou ziistadva zvySena toxicita viici
zdravym tkanim a Casty vznik rezistence. Podpofeni jejich ucinku kombinaci s jinymi
protinadorovymi 1é€ivy mize vyrazné snizit jejich toxicitu a soucasné zvysit jejich efektivitu
pfi zabijeni nddorovych bunck. Jako podpirné latky byly pouzity inhibitory histonovych
deacetylas (HDAC proteintt), konkrétné valproat a trichostatin A.

Piedkladana prace ma klasické c¢lenéni zahrnujici struéné shrnuti studie, které je
nasledovano teoretickym Uvodem. Teoreticky uvod poskytuje ctendii zékladni informace
dualezité k pochopeni cel¢ studie a je podloZen dostatenym mnoZstvim citaci. V tvodu jsem
postradal pouze informace osvétlujici zakladni mechanizmy autofagie, které by ulehcily
pochopeni ptilohy ¢. 5 tykajici se role autofagie a lysosoml pii vzniku rezistence vuci
ellipticinu. Také chybi charakteristika latek pouzitych jako inhibitory autofagie a V-ATPasy.
Po uvodu nasleduje piehled pouzitych metod a reagencii. Rozsah pouZitych metod je
adekvatni a dostacujici pro studované téma. Zde bych mél jen par drobnych otazek tykajicich
se jednotlivych metodickych postupti:

1. Jaka konkrétni matematickd metoda byla pouZita pro vypocet hodnoty IC50 pomoci MTT
testu?

2. Jaky je obecny mechanizmus detekce laktatu pomoci kitu Lactate Gen.2?

Nasleduje kapitola vysledky a diskuze podpoiena seznamem publikaci. Konkrétné se
jedna o tfi publikace pfijaté do Casopisti s impaktnim faktorem. Na dvou z téchto publikaci
figuruje Mgr. Groh jako prvni autor, na jedné potom jako spoluautor. Soucasti vysledki je
také spoluautorsky ¢lanek, ktery bude brzy odeslan do nekterého z casopisti a nepublikované
vysledky tykajici se exprese proteinu CD133. V neposledni fadé je soucasti vysledkl
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piehledny ¢lanek shrnujici problematiku bunécnych kultur. Tento pocet publikaci je zajisté
dobrym ptedpokladem k GispéSnému obhdjeni dizertacni prace.

Celkove se jedna o zajimavé téma dizertacni prace a samotna prace obsahuje nékolik
dalezitych vysledki s potenciondlnim vyuzitim v klinice. J4 osobné¢ povazuji za
nejzajimavej$i podporu ucinku etoposidu inhibitory HDAC v zavislosti na cCasové
posloupnosti podani. Velmi zajimavé je také zjisténi ulohy lysosomi béhem ucinku
protinadorového 1é¢iva ellipticinu. Taktéz objasnéni vztahu mezi aktivitou N-MYC proteinu a
expresi CD133 proteinu miize do budoucna prispét k detailnéjSimu pochopeni mechanizmu
vzniku rezistenci u neuroblastomi. Z téchto divodi plné¢ doporucuji piedkladanou praci k
uspéSnému obhajeni. Na zaver bych si dovolil n€kolik otazek na Mgr. Groha.

Priloha 3.

1. Kontrolni buiitky UKF-NB-3 nemaji na obrazku z “western blotu” zadnou viditelnou
hladinu N-MYC proteinu, piestoze maji mit amplifikovany N-MYC gen. Jaka mize byt
pfic¢ina?

2. Jakym mechanizmem mize dochazet ke zvySené acetylaci histoni H3 a H4 b&hem
hypoxie, kdyz aktivita HAT ani HDAC neni zésadn¢ ovlivnéna?

3. Na zavér ¢lanku zminujete, ze acetylace histonti umozni vazbu N-MY C proteinu na DNA a
transkripci genll nutnych pro proliferaci, vice buné€k se ale béhem hypoxie nachazi v G1 fazi.
Co miize byt ptic¢inou tohoto jevu? Je znama korelace mezi pozicemi vazebnych mist pro N-
MYC v genomu a acetylaci histonll (napf. na urovni celogenomovych dat)?

Priloha 4.
1. Jakym mechanismem mohou HDAC inhibitory aktivovat kaspazu 3 v nddorové burice?
Priloha 5.

1. Jaky je molekularni mechanizmus aktivace LC3 proteinu béhem iniciace autofagie? Pro¢
béhem podani inhibitorti autofagie dochazi ke kumulaci procesované formy LC3 proteinu?

V Praze dne 9.6.2015
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