Oponentsky posudek doktorské disertacni prace Mgr. Karla ValiSe,,Role signalnich
drah a redoxnich déji v biologii nadorovych bunék*

Spojujicim motivem doktorské diserta¢ni prace Mgr. Karla ValiSe jsou reaktivni
kyslikové molekuly (ROS), jim nadfazené drahy regulace transportu Zeleza a vliv ROS
na signalni drahy souvisejici s aktivaci apoptotické signalizace zejména pak po ovlivnéni
nadorovych bunék ,mitokanem® vitamin E sukcinatem (VES). Zakladem obhajované
diserta¢ni prace jsou dvé prvoautorské publikace, resp. jedna publikace a jeden rukopis
V recenznim fizeni, dale jsou v praci uvedeny tfi spoluautorské publikace.

Po formélni strance je disertatni prace rozdélena do uvodni teoretické casti
seznamujici Ctenafe s problematikami mitochondridlniho metabolismu a moznymi
mechanismy vytvafeni ROS v mitochondriich, zékladnim rozd€lenim a stru¢nym
popisem apoptotickych signalnich drah véetn¢ drahy aktivované kindzou Mstl/Hippo a
V neposledni tfadé¢ velmi povedené zpracovanou c¢asti zabyvajici se pfijimanim a
metabolismem Zeleza v organismu. V této jinak vyborn¢ zpracované c¢asti trochu
postradam odkazy na propojeni ROS (kromé v praci podrobné analyzované roli ROS
v aktivaci Mstl kindzy) s aktivacnimi drahami v apoptdze (napt. oxidace kardiolipinu,
kaspazy-9, role proteinu Romol, apod.). Pak snad jen drobnost k déleni BH3 pouze
proteint na aktivatory (tBid, Bim, Puma) a ,,sensitizéry* (Noxa, Bad, a dalsi) — aktivatory
maji svoji aktivaéni funkci vzhledem k pro-apoptotickym Bax/Bak navic, jinak
samoziejme funguji i jako sensitizéry.

Fundamentem této disertacni prace jsou dvé€, resp. tfi ¢lanky z nichz dva jsou
publikované a jeden je ve véfim uspésném recenznim fizeni, na jejichz vypracovani se
Karel Vali$ zejména ¢i vyrazné podilel. Tyto prace (Noxa jako jeden z efektort vitamin E
sukcinatem indukované apoptézy — Clanek v Apoptosis, Mstl-FoxO1 signalni draha
spoluodpovédna za transaktivaci Noxy — Cancer Res., v recenznim fizeni a identifikace
dvou membranovych proteint které¢ by mohly hrat roli v ne-transferinovém transportu
zeleza do bunck — ¢lanek v Mol. Cell. Biochemistry). Dalsi dva ¢lanky zabyvajici se
mechanismem, jakym VES plisobi na mitochondrie a skrze blokovani komplexu II
pravdépodobné aktivuje produkci ROS, jsou bezesporu zajimavé, ale vzhledem
k pravdépodobnému mensimu zapojeni Mgr. ValiSe do prace na nich, by bud’ mély byt
s mensim dirazem uvadény az po vySe zminovanych ¢lancich, ¢i mély byt uvedeny jen
jako citace s kratkym abstraktem.

Jak objev VESem indukované zvySené exprese BH3-pouze proteinu Noxa a jeho
dalezité¢ role ve VES aktivované apoptoze (Apoptosis, 2010), tak 1 charakterizace
signalnich drah vedoucich k transaktivaci Noxy (ROS -> Mstl -> FoxO1, Cancer Res., v
recenzi) a v neposledni fadé i dvou moznych regulatori na transferinu nezavislého vstupu
zelez do bun¢k (Mol. Cell. Biochemistry, 2008) jsou bezesporu zajimavymi objevy a i
dostatecnym piedpokladem pro obhajobu této disertani prace. Posledni ¢ast disertacni
prace — diskuze (pokud nepocitdm zavereéné shrnuti) je bohuzel jen repetici vlastnich dat
S jen minimalni pfidanou hodnotou — tj. vlastni konfrontaci dosaZenych vysledki s jinymi
publikovanymi daty (naznacena v odstavci o Mstl/Hippo, ovsem bez citaci). V diskuzi
neni ani jeden odkaz na jiné publikace a v ji Ize oznacit jako rozSifeny zavér doplnény o
hypotézy autora. Coz je trochu $koda ¢i ,,vada na krase* velmi solidni diserta¢ni préce,
nebot’ diskuze byva to co by meélo byt, vedle solidnich dat, na clancich ¢i



diserta¢nich/diplomovych pracich tzv. ,tfesnicka na dortu* a hodn¢ toho napovi o kvalité
prace a jejich SirSich souvislostech.

Neékolik dotazti a namétu:

1.

V teoretickém tuvodu je zminéna aktivace anti-proliferacni a pro-apoptotické
Mst1/Hippo kinazy extracelularnimi signaly za ucasti proteinu Kibra — je zndma
povaha téchto extracelularnich signali (ligand/-z, receptor, receptorovy
komplex)?

FoxO1 vedle Noxa (a i fady dalSich proteinl) transaktivuje i ,,death” ligandy FasL
a TRAIL — analyzovali jste zda je zvySena exprese téchto ligandii i na proteinové
urovni?

H1229 a MCF-7 bungk je na RNA trovni zvySena exprese i BH3-pouze proteinu
PUMA, avs$ak na proteinové urovni je exprese nezmeénéna — jak si to lze vysvétlit?
Bylo zvyseni exprese PUMA na mRNA urovni nezavisle ovéfeno — napf. jiné
primery na RT-gPCR, Northern bloty apod.?

Vedle FoxOl se na ROS indukované transaktivaci Noxa muze podilet i
transkripcni faktor ATF4 (viz napt. Aikawa T et al., 2010 a Armstrong JL et al.,
2010). Urcité by nebylo bez zajimavosti zjistit (pokud jste se tim jiZ nezabyvali),
zda se ATF4 podili i na VES indukované transaktivaci Noxy.

Nadprodukovana Noxa sice indukuje apoptozu v mnoha nadorovych bunkach, ale
nékteré jako napi. CEM a dal$i jsou rezistentni. Jakym dal$im mechanismem
kromé¢ aktivace Noxa mize VES indukovat apoptézu?

Jak fosforylace, tak i celkova hladina Mstl v H1299 se béhem inkubace bun¢k
S VES zvySuji (Valis et al.,, 2010 — Obr. 4A), avSak k maximalni aktivaci a
translokaci FoxO1 do jadra dochazi jiz do 2 hodin po pfidani VES (obr. 2A a 5A).
Jakou dalsi pro-apoptotickou roli kromé aktivace FoxO1 drdhy mize aktivovana
Mstl v bunikach hrat? Jaka je role do bunécného jadra translokovanych fragmentt
Mst1?

Byl analyzovan vliv potlaceni exprese VDAC2 jako moZného na transferinu
nezavislém transportéru Zeleza do bun€k na akumulaci zeleza v K562 a na jejich
prezivani v médiu bez transferinu (t.j deprivace Zeleza)?

Celkové hodnotim piedkladanou disertacni praci velice kladng, autorovi blahopieji
k velmi zajimavym vysledkiim a kvalitnim publikacim a doporucuji ji k vétim tspésné
obhajobé.
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