Oponentni posudek na dizertaéni praci RNDr. Dity Kraloveové , Kvantifikace genové exprese

u Hep-2 a HL-60 bunék po indukei apoptozy™

Problematika kvantifikace genové exprese predstavuje vykonny néstroj pro studium
metabolickych drah v bunééné biologii a je zv1aste€ cennd pti studiu mechanismi apoptozy.
Dizertantka vyuZila pro kvantifikaci genové transkripce metodu PCR v redlném cCase, tedy
pomérn& moderni postup soufasné molekulami biologie. Proto se domnivam, Ze téma zvolené
dizertantkou 1 jeho feSenf je zajimavé a pfedevsim aktualni.

Prace je vypracovana na 101 stranach textu a je ¢lenéna do obvyklych kapitol. Jeji
informaéni hodnota je zvySena nékolika grafy a obrizky a je doprovazena citaci 173 zdrojh
pfevazné aktudlnich literarnich odkazii. Zde viak musim podotknout, Ze pouZita forma
citovani literarnich odkazi se nedrZ{ v souCasnosti platné citadni normy. Autorka si vSak
zasluhuje pochvalu z dtvodi volby aktualntho tématu své prace, ale musim také ocenit
minimalni mnoZstvi preklept a gramatickych chyb, které podobnou praci nevyhnutelng
provazi, ' '

V literdrnim prehledu je struéné zpracovan vyznam a mechanismy apoptozy, coZ ¢tenafi
umoZiiuje ziskat zdkladni p¥ehled o soudasnych nédzorech a poznateich v uvedené oblasti.
Literdrni piehled tak dokumentuje, Ze doktorandka je dobfe seznamena s feSenou
problematikou a ziskané poznatky dokaze zformulovat v odborném textu.

Ptedlozen4 prace je zaloZena na kvantifikaci exprese dvou pro-apoptotickych (TP33 a
BAX), jednoho anti-apoptického (BCL2) genu a genu DFFB na modelovém systému dvou
bun&énych linii po ovlivnéni etoposidem. 1 kdyZ &tendf v praci najde kapitolu definujici
metodické cile prace, zcela chybi pfedstava o obecn&jsim smyslu snaZeni autorky, ale také
odpovéd’ na otdzku pro¢ se zaméfila pravé na ony dvé bunééné linie a pro¢ pravé na ony tii
zmifiované geny. ZvIast nejasné je pak zafazeni TP53 genu, ktery je exprimovén jen u jedné
linie a neni proto moZné vzijemné porovnani.

V metodické &asti prace je popsan postup relativni kvantifikace genové exprese jeho
vztazenim k transkripci referenéniho PBGD genu. Tato kapitola je popsana pomérné
podrobné a srozumiteln& a neméam k ni podstatngjsi pfipominky nebo dotazy.

V kapitole ,,vysledky* jsou shrnuta data optimalizace pouZitych real-time PCR
postuptt a pochopitelng také kvantifikace jednotlivych analyzovanych gent. K této &asti prace
mém spiSe formalni pfipominku, ktera se tyka kvality pfedkladanych fotografii a malé
rozli§ovaci schopnosti pouZitych agarozovych geld, které v n&kterych piipadech neumoziiuji

posoudit zdvéry vyvozované autorkou, pfedeviim co se ty¢e optimalizace jednotlivych reakei.



Vlastni vysledkova ¢ast prace analyzuje expresi ¢tyf gend, jejichZ tloha v procesu apoptoézy
byla popséana jinymi autory. Vysledky price viak, pfinejmensim v piipad¢ bunééné linie
Hep-2, neodpovidaji teoretickym predpokladiim o tloze BCL-2 a BAX genu. Teprve v tomto
okamZiku za¢ina byt, doposud pon&kud popisna, dizertaéni prace zajimava. Autorka se viak
spokojuje s konstatovanim, Ze Hep-2 butiky zfejmé& reguluji apoptozu jinymi procesy, ale jiz
se nezajima o to jakymi. Domnivam se, Ze prace by méla byt rozsifena pfingjmensim o
kvantifikaci obou proteind nebo o kvantifikaci exprese dalSich genl spojenych s apoptoézou.
Pfes tyto mé vyhrady je viak mozné pfijmout piedkladanou praci jako zaklad pro
odborné Fizeni a doporuduji, aby RNDr. Dité Kralovcoveé byla po tispéSné obhajobé prace

udélena odpovidajici védeckd hodnost.

V Brné, dne 26. 11. 2008 doc. MVDr. Vladimir Celer, Ph.D.



