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“MozZnosti priitokové cytometrie v analyze reakce l#ama genotoxicky stre's

Cilem prace bylo studovat moznosti metodtpkové cytometrie v monitorovani vlivu
genotoxického stresu na iiky, na kvalitu DNA, na buftny cyklus a indukci apoptické
smrti. Diki kroky vyzkumu byly pesré definovany a byly vSechny ve vysoké kwalit
splreny.

Dizertani prace obvyklého rozsahu je dofia o pIné verze 10 odborny¢lanki, kde
je dizertant hlavnim autorem ti £ nich. Musim konstatovat, Ze mnoZstvi a kvaiiteodnich
védeckych praci je natolik vysokd, Zze komentovanybsouby byl téZ mozZnou a pin
hodnotnou alternativouredloZené dizertai prace.

Teoretickacast se zabyva vztahem zvySené fosforylace histomechanismu reparace
dvouvldknovych zlorh DNA a to vSe v kontextu fazi b&ného cyklu zéenim ovlivrené
buiky. Prace podrokin popisuje dje probihajici v jate buiky i na molekularni arovni.
Teoretickacast je pehledr a ¢tivé zpracovana. Textsobi kompaktnim dojmem. Pouze
pro snadyjSi orientaci v textu bych dopafila nékterécasti kap. 3.3. doplnit o obrazek nebo
schéma, kde by byla graficky zachycena provazad#étspolu se zapojenim bioaktivnich
latek, enzymi béhem iznych fazi bu&ného cyklu.

| kdyZ z nazvu prace vyplyva, Ze experimentéhst bude zatena hlavi na metodu
pritokové cytometrie, lze zrozsahu experimentalasti usuzovat, ze dizertant musel
zvladnout i mnoho izolmich i kultivatnich postup, pripravnych preanalytickych krdka

podpirnych analytickych metod.

Velké mnozstvi nagtenych a statisticky vyhodnocenych dat je komentowArozsahlé
diskuzi a to vzdy v kontextu s recentni odbornderditurou. Vysledky prosly recenznim



fizenim a jsou publikovany v odborny¢hsopisech. Prace je po formélni strnceielab
peilivé zpracovana. Grafy, tabulky, obrazky jsou vygd/ jednotnou formou &skymi
komentdi, ackoliv by bylo pro dizertanta sna&8i pouZzit verze z originalnicklanka. Toto
hodnotim nejen z pozice oponenta ale i z podierde jako bonus navic.

Musim také ocenit, Ze autor, jako jeden z mala,ebebytku dodrzel pravidlo
».samonosnosti“ obrazka grafi; komentée a zfisob namdieni zaznamenanych vyslddje
bezchybny. Mozna bych dopdaila koment& k obrazkm doplnit o kratkou informaci o
negativni kontrole (v experimentaldésti jsou informace offpraw negativnich kontrol

uvedeny). Pouze obt. 4 na str. 52 je svoji horsi kvalitou aitelnosti popisk vyjimkou.

Vzhledem k obsahové kvalitvlastni prace bych #&a pouze #kolik, nikterak
podstatnych, formalnichtipominek: v seznamu zkratek, ale také v textu préwe najit
nejednotné vyjaigni rékterych odbornych termin(nag. kinase x kinasa, team x tym — str.
102, 105), v Bkterych gipadech nejednotné pouZziti neobratné skhsovani anglickych
termini, které, jak se domnivam, bylo mozné nahradgkymi ekvivalenty (check-pointova
funkce — str. 18, class switching — str. 15, topisrase binding protein — str. 11 a v textu,
gatovali jsme — str. 48, gatovaci analyza x gatinglyza — str. 54 a déle, single parameter
overlay histogramy — str. 93, check-point kinasstr- 33). Vim, Ze v &kterych gipadech
nejsou Bzneceské ekvivalenty (n&pgate), ale je nutné &mito terminy zachazet jednata

pii sklonovani neba@asovani weském jazyce velice opatn

V dalSigasti hodnoceni dizegtai prace uvedu otazky a n&wy k diskuzi.

A) Na strag 18 v teoretick&asti zmhujete V(D)J rekombinaci a zapojeni enzymu DNA-
PK vtomto procesu. Jednad se o fyziologicksj, ckdy preuspdadanim genovych
segment vznika finalni podoba génkddujicich specifické protilatky. Byla v literagu
popsana zvySena mira fosforylace higtbshem tohoto ,fyziologického" ge? Mizeme
zevSeobecnit, Ze ¢unkce, tedy fyziologickadast DNA-PK i rekombin&nich cjich
a se stresem asociovana repardunkce DNA-PK je Uzce spjata se zvySenou fosémiy
histoni v blizkosti poSkozeného vliakna DNA a probiha zasti stejnych enzyins

kinasovou aktivitou?



B)

C)

D)

E)

F)

G)

V praci popisujete, Ze zvySena aktivita enzymu DR je vyvolana hlava
autofosforylaci specifickych aminokyselin (str. E8)eprve poté se enzym aktivmapoji
do opravy dvouvlaknovych zloinDNA. Zviditelnéni poskozenych koric DNA pro
enzym je zajisno zvysenou fosforylaci histarv blizkosti zlomu, kterou zajisje mij.
ATM proteinkinasa. AvSak posttranstd fosforylace enzymu kinasami ATR a ATM
vede k inaktivaci DNA-PK, jak uvadite na str. 18ekaisobi jako regukéni prvek. Jak si
tento ,protiklad” vys¥tlujete?

P¥i stanoveni rozgi davek zéeni pro buac¢né kultury nebo pro potkany jste vychazeli
ze zkuSenosti pracovisa dopordovanych hodnot nebo jste musel prostamptimalizaci
davek sam?

Jak si vysvtlujete rozdilnou reaktivitu a zastavu v G1 resp. f@zi buéného cyklu u
oz&enych kmenovych bk zubni pulpy a periodont. ligamenta itpmnosti inhibitoru
ATM kinasy?

Délali jste testy na senescenci jen u kmenovychéburebo i u lymfocyli oz&enych
potkami? Dokazete na zakladsvych pozorovani odhadnout, v jakém gomje po
celotlovém oz#éeni u lymfocyli indukovana apoptosa a jaky dil éadych bugk
piechazi do faze senescence? Co rozhoduje o torouktestou se lika vyda, délka a
intenzita z&ni? Koreluje vysSi mira fosforylace hisiors plechodem buk do
apoptosy?

Jakymi mechanismy jsou senescentnikyuodstraovany z krevniho athu? Je u nich
dodaténé¢ indukovanad apoptosac¢i jsou pohlceny a degradovany ilami
monocyto/makrofagoveé linie na zaktaspecifickych povrchovych znaR

Pti interpretaci vysledk a jejich diskuzi jsem si vSimla, Ze sét8inou se opirate o
vysledky wdeckych praci @lanka z let 2003 az 2008. Vyjinte¢ se objevi prace z rdk
2009, 2010. Sledoval jste vyvoj v daném oboru¢hdm poslednich 3 letech, doSlo
k n¢jakému vyznamnému objevu? N#égad zminka o mozné zvySené fosforylaci
histori v pribéhu infekce budk (2007) intracelularnimi parazity je velice ingdivni a

zajimalo by mne, zda se za poslednich 5 let olyjexjaké nové informace (str. 26).



Zawrem bych chila konstatovat, Ze ipdloZzena prace dokladuje schopnost autora
GspsSre feSit slozité ¥decké problémy, vyuzivat nejmodé&j§i instrumentaci, twéim
zpisobem zavad nové aplikace. Vysledky dizetiai prace potvrdily velky analyticky
potencial metody fitokové cytometrie. Autor fighledrg vyhodnotil a spravhinterpretoval
ziskana data, vSe diskutoval v kontextu s odbotiieraturou. Mgr. Radim Havelek dosahl
v ramci svého postgradualniho studia zajimavychodnbtnych vysledk, které nesporh
obohati znalosti specialistianou problematikou se zabyvajicich. Dizertantiplle vyttené

v ramci dizertani prace.

Vzhledem k vySe uvedenému dopokiuji p Fijeti prace k obhajobé
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