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Prace je zaifena na metodické fistupy sledovani posSkozeni DNA iegevsim
dvouvladknovych zlori pomoci stanoven histongH2AX a na sledovani indukce apoptozy u
burgk po ozéeni,¢i ovlivnéni vybranymi genotoxickymi latkami.

Cilem prace bylo stanovit davkovoucasovou zavislost indukcgH2AX a stanovit
ovlivnéni této zavislosti inhibitory ATM kinazy. DalSimlem bylo zjistit vliiv ATM kinazy a
jeji inhibice na distribuce kmenovych kiknv burééném cyklu. Konéng¢, jednim z hlavnich
cili  bylo porovnat také indukci apoptdézy u malignansformovanych T- lymfocytline
MOLT-4 a zdravych lidskych lymfocyt a to jednak po isobeni vanadocen dichloridu a
jednak po fisobeni cisplatiny.

V Gvodni ¢asti prace autor udava velmi detailmpracovany fehled problematiky a
sowasnych znalosti o mechanizmech &unmé odezvy na genotoxicky stres. Zd&nje se
piredevsim na histon H2AX a jeho Ulohu a vyznamichto procesech,ipdevsim v opray
dvouvlaknovych zloma DNA. Tatocast prace jasndokladuje hloubku autorovych znalosti
problematiky, s jakymi keSeni problémuijstupoval.

V dalSi ¢asti je uveden podrobny popis pouzitych metod, p@ciz materiat,
biologickych modael, zvirat a bugcnych linii.

Postup praci byl jagnsmetovan k vyuZzitiyH2AX jako markeru radieniho poskozeni.
Nejdiive byla provedena zakladni studie, zda tento ukbhzegykazuje zavislost na davce
z&eni. To bylo jednozrmé prokazano u potk@npo celoélovem ozéeni. Jak se ukazalo,
podobnou zavislost vykazoval tento marker gvpri ozaeni oblasti hrudniku.

Za velmi @ginosné z praktického hlediska povazuji porovnatdneveni yH2AX u
burgk bezprostedre po ozdeni a dale za 23 hodin. Takovat@reni maji velky prakticky
vyznam gedevsim z hlediska mozného praktickeho klinickénaviti metody.

Ukazalo se, pouzité metody jsou velniinmsné téz pro oblast studia rasiaodezvy u
definovanych biologickych buwinych model, tj. leukemickych bugk deficientnich



v urgitych funkcich, nap v péipac genu pro protein p53. Wdhto modei tak bylo mozno
porovnavat nap indukci apoptozy a jeji ovlivmi pomoci specifickych inhibitér

U mezenchymalnich kmenovych kikrzubni pulpy a periodontalniho ligamenta byl za
1 h po ozé&eni davkami nad 20 Gy zj&t vzestup hladingH2AX. Inhibice ATM kinazy
vybranymi inhibitory u MKB vedla k potteeni indukceyH2AX. Inhibice ATM kindzy vedla
u MKB periodontaniho ligamenta k akumulaci Bkiv G1 fazi, zatimco u MKB zubni pulpy
k akumulaci v G2 fazi.

Dulezité je porovnani indukcgH2AX a indukce apoptozy u relativmadiosensitivnich
lymfocyta v porovnani s mezenchymalnimi kmenovymikami. U MKB byla pozorovana
tzv. oddalena apoptéza, a to az peitém setrvani posSkozenych hiknv G2 f4zi. DalSim
vyznamnym zji&nim je, ze u buk které neumiraji procesem oddalené apoptézy doéchéaz
k procesu senescence.

Velmi zajimavé je zjigni, Ze kofein aplikovanyied ovlivrenim leukemickych butk
mitoxantronem snizoval procento apoptotickychdkuwe srovnani s ovliwnim samotnym
mitoxantronem.

Jako velky pinos pouzité metody se ukazalo porovnani indukpept@tickych busk
lidské leukémie MOLT-4 po jejich ovlivami cisplatinou a vanadocen dichloridem. Zatimco
vanadocen dichlorid vykazovaktgi cytotoxicitu u normalnich lidskych lymfodytoproti
leukemickym biikam, v gfipadt cisplatiny tomu bylo naopak, lymfocyty k cisplatinebyly
citlivgjsi, nez leukemické hiky. Tyto zajimavé vysledky jagrukazuji ginos vyzkumného
zameteni prace a jeho potencialni vyuziti v klinickéxpra

Vysledky prace jsou publikovanydasopisech s tvrdym recensnfimenim, takZze na praci lze
jen €Zko hledat pjaké nedostatky. ¥leckéd arove prace je vysokd a boRaprevySuje naroky
predepsané pro dkkni hodnosti PhD. Prace ma dobrou formalni Giipy@esto se zde vyskytuji
neékteré vyrazy patci spiSe do laboratorniho slangu, jako :

kroslinky (strana 17)
yH2AX je multifaktorialni hré& (strana 27)

Nebo se vyskytuji &které nepesnosti jako:
latky skupiny topoizomeréz Il (mitoxantron) - ata 107 - o by byt latky skupiny
inhibitora topoizomeraz

Rad bych autorovi prace poloZil nasledujici otazky:

1) V praci postradam srovnani citlivosti pouZzité metaldtekce dvouvlaknovych zlanmDNA s
nékterymi jinymi metodami, jako je napdiive pouzivana neutralni filtrova eluce, neutralni
kometovy test apod. Mohl by se autor pokusit@tarsrovnani

2) Ovlivnéni burek MOLT-4 vanadocen- dichloridem vedlo k akumulacingk v G2
fazi, ovlivréni cisplatinou spiSe v S a pa@jdv G1 fazi. Vanadocen dichlorid byl
jaké miry niize byt tento rozdil dan tim, Ze cisplatina indukkfjgové vazby v DNA,
zatimco vanadocen dichlorid spiSe inhibuje synf8X a je antimitoticky ?



PredloZzena disertai prace obsahuje vysledky publikované v presttzmiezinarodnich
védeckychcéasopisech, coz jasmloklada jejich kvalitu a vyznam pro obor |é&kleé chemie a
biochemie. Autor zvladl velice nafeé experimentalni metody (iokové cytometrie
stanoveni apoptdzy a enzymatickych aktivit a stanoposkozeni DNA. Prokazal schopnost
kritického hodnoceni svych vysleilk kontextu s nejnaySimi poznatky o struktie a funkci
studovanych gena jimi kddovanych protein Prokéazal také schopnost samostatesit
narané \wdecké problémy a zarokeilere spolupracovat v ramdéeseni SirSiho vyznamného
projektu. Proto doportji predlozit uvedenou praci Mgr. Radima Haveleka jakdibed pro
fizeni k udleni titulu Ph.D. podle platnychedpisi.

V Hradci Kralové dne 24.5.2012

profNRr. Rudolf Sgtina, CSc.



