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Oponentsky posudek doktorské disertaéni prace Msr. Hany Radilové

Disertaéni prace Mgr. Radilové je zaméiena na bliz§i vymezeni molekularnich interakei,
které v burikach fidi kliovy enzym metabolismu kyseliny arachidonové - cyklooxygenéza.
Vzhledem k tomu, Ze praveé tento enzym je cilem G€inku klinicky §iroce pouZivanych
nesteroidnich antiflogistik a je prokazatelné zapojen do procesu tvory nadort, je zvolené téma
préace velmi atraktivni.

Disertacni spis je rozdélen do logicky navazujicich kapitol, které jsou zpracovany piehledns
a ¢tivé a jejich rozsah je vyvaZzeny. V tivodnim piehledu jsou piedstaveny viechny molekuly,
kterymi se autorka ve svych experimentech zabyvala a struéné popsany mechanismy RNA
interference, které spolu se sledovanim genové exprese pomoci PCR v realném &ase piedstavuji
zéakladni metodicky piistup disertace. Ocefiuji zde i v dalSich Eastech spisu snahu o pfesné a
struéné védecke vyjadfovani autorky v éeském jazyce. Cile prace jsou jasné deklarovany a
spocivaji ve studiu ¢inki specifické inhibice izoforem cyklooxygenézy na expresi "vybranych"
genu v bufikich karcinomu délozniho ¢ipku Hep2. V dalsi &asti prace jsou tyto geny
specifikovany, ale postradam informaci, na zakladé ¢eho byly pravé tyto geny do studie
zahrnuty. Nebylo by vhodnéjsi provést nejdrive nap¥. srovnini transkriptomii kontrolni
linie a linie se sniZenou expresi cyklooxygendzy technikou mikroéipii a pak se zaméFit na
diferenciilné exprimované geny pomoci real-time PCR? Z vysledkové &asti vyplyva, Ze
autorka neoby&ejné peclivé a systematicky pristoupila k piipravé derivath bundk Hep2 s
ovlivnénou expresi COX. Nejprve prozkoumala uroveii exprese COX-1 a COX-2 technikou
real-time PCR u 16 lidskych bunéénych linif a pro dal§i analyzy zvolila prav& Hep2, jako linii s
dostateCnou hladinou obou sledovanych transkripti. Nasledné busiky této linie podrobila
transfekci plazmidy s pfislusnymi sekvencemi shRNA a prostudovala vliv tohoto zdsahu na

expresi COX nejprve pro smés klont a pak pro jednotlivé klony transfektantt oddélen&. U
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klonti s v¥znamné sniZenou hladinou transkriptu COX-1 autorka prokézala i sniZenou hladinu
jeho proteinového produktu jak analyzou jeho fyzické piftomnosti westernovym prenosem, tak
funkénim testem ELISA. Hladinu COX-2 se viak stejnym postupem sniZit nepodafilo. V dalsi
&asti prace autorka pro sniZeni exprese COX-1 pouZila syntetické siRNA. Zarazeni tohoto kroku
se mi zd4 jako ponékud nelogické. Pro€ se syntetickymi siRNA nepokusila sniZzit expresi
spise COX-2 nez COX-1, kdyZ klony s potlacenou expresi COX-1 jiz aspésné pripravila
pomoci shRNA, zatimco COX-2 nikoliv? V posledni ¢asti prace byly COX-1 negativni klony
pouZity pro sledovani exprese nékolika gend a jejich srovnani se standardni kontrolou. Takto se
podafilo prokazat, ze absence COX-1 u bunek Hep2 vede k sniZeni exprese mikrozomalni
prostaglandin E syntazy a zvySeni exprese tromboxan A syntazy 1 a genu ABCCA4. V &asti
diskuse jsou ziskané vysledky pfim&fend komentovany a rozebrany. Pfilohou prace je rovnéz
kopie publikace v Easopisu Mol. Cell. Biochem. (IF 1,764), jehoZ je uchazetka prvni autorkou a
kde jsou prezentovany hlavni vysledky disertace. Kromeé toho je spoluautorkou dalgich 7
védeckych praci.

Celkové praci hodnotim jako zdaiilou, jak po strance objemu odvedené prace a naro¢nosti
zvolenych metod, tak po formélni strince kvality diserta¢niho spisu. Kromé dotazi
zvyraznénych v pfedchozim textu mého posudku bych rad autorku poZzidal o vyjadieni k
nasledujicim dvéma dotazim:

1. Pro¢ se na strand 51 objevuje nazev Hep2 pro linii bungk rakoviny hrtanu (pfedposledni
odstavec) a karcinomu déloZniho &ipku (posledni odstavec)?
2. Na téze strané u dvou linii uvadite, Ze jsou kontaminovany buiikami HeLa. Jak ke

kontaminaci do§lo? Neni moZné linie "piecistit" klonovanim?

Dalsi drobné pfipominky, na které autorka nemusi reagovat:
e pokud odkazujete na tabulky, &i obrazky v "odlehlé" Casti textu, uvadéjte i &isla
pfistlugnych stranek (ptipad tabulky 1, na strané 29, na kterou odkazujete na strané 51 a
Ctenaf ji musi usilovné hledat)
e snaZzte se omezit spojovani eskych piedpon se slovy s cizim zakladem (pouZivete
"izolovan" misto "vyizolovan", "klonovan" misto "vklonovan" ¢i "zaklonovéan", apod.)
e vhodnym &eskym ekvivalentem anglického terminu "housekeeping gene" je "provozni

gen"




Zaver:

PredloZzena disertacni prace, prokazuje Ze Mgr. Radilova je schopna provadét samostatnou
v&deckou praci na pozadované Urovni. Je zfejmé, Ze musela zvladnout siroké spektrum modernich
metod soucasné molekularni a bunééné biologie a podafilo se ji ziskat pivodni vysledky, které byly
uspésné publikovany v zahraniénich ¢asopisech, kde prosly naro¢nym oponentnim fizenim. Proto

doporucuji, aby disertatni prace byla pfijata k obhajobé a stala se podkladem pro udéleni titulu
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V Brné, dne 14.8.2009 rof. RNDr. Jan Smarda, ¢Sc.







