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Kralové

Oponovana disertadni prace Ing. Hfebackové ma celkem 176 stran. Sklada se

~ z literarniho Gvodu (44 stran), materidlu a metodiky (5 stran) vysledkd prace (14
stran),'diskuse a zaveru (7 stran). Literatura obsahuje 375 citaci. Vysledky jsou
dokumentovany 24 obrazky a 7 tabulkami. V pfiloze je v plném zné&ni uvedeno 6
praci kde je Ing. Hiebadkova jako prvni autor nebo spoluautor (4 prace s IF od 1,3 do
4,25) a dvé préce v recenzovaném &asopise.

Cilem disertaéni prace byio zjistit, Jjakym zplGsobem ovlivAuje, inhibitor
histondeacetylazy kyselina valproovd neuroblastomové bun&ené linie in vitro
. vnormoxii a hypoxii. Literarni uvod je obsahly a pfehledné popisuje neuroblastom,
‘ktery je nejcast&j§im solidnim nadorem v détském véku. V druhé Casti literarniho
uvodu je popsan viiv hypoxickych podminek na riist nadorl a pfedevéim na indukci
transkripéniho -faktoru HIF, pii adaptaci nadorovych bunék na hypoxické podminky.
Inhibitory - histondeacetylaz inhibuji HIF a vedou K usmrceni nadorovych bunék
v hypoxickém prostiedi, Treti &ast literarniho tvodu je vénovana protinadorové

chemoterapii, pfedevsim dvéma latkam, cisplatiné a ellipticinu, které jsou nasledna




v predkladané praci uZivany v kombinaci s kyselinou valproovou. Posledni &ast
literarniho Gvodu je vénovana kyseling valproove, ktera je jiz od roku 1970 uZivana
v Klinicke praxi jako antiepileptiku. V posledni dobé je zkoumam jeji efekt jako
inhibitoru histon deacetylaz v terapii nadorovych onemocnéni. Acetylace histond je
jednou z nejstudovangjgich posttranslaénich modifikaci histonil. Inhibitory histon
deacetylaz zvySuji indukci apoptézy pres vzestup proapoptickych proteinl rodiny Bcl-
2 a naopak sniZuji expresi antiapoptickych proteinti této rodiny. Posledni &ast
literarniho Gvodu je v&novéna moznostem kombinace cytostatickych latek a inhibitort
histon deacetylaz, za tiéelem zvySeni jejich protinadorového efektu.

Metodicka &ast prace je sepsana dostatedné podrobné s uvedenim viech
potfebnych parametrli. Autorka pouzila originalni model neuroblastomovych linii
odvozenych z metastaz v kostni dfeni neuroblastomu rezistentniho na cisplatinu a
dale linii rezistentnf na eliipticin. K navozeni hypoxie pouzila autorka inkubaci bun&k
v hypoxické komofe obsahujici 1% kysliku. Velka &ast experimentalni prace autorky
se opira o stanoveni proteinti pomoci metody western blot | ktera Je v praci podrobné
popsana. Viabilita bunék byla testovana pomoci MTT testu. Stanovila hodnoty IC50.
Pomocf pritokového cytometru stanovila zastoupeni bunék v bunééném cyklu a k
indukci apoptdzy pouZila dvé metody, jednak zna&eni annexinem V a propidium
jodidem a metodu TUNEL. Vysledky byly hodnoceny statisticky oboustrannym t-
testem na hladiné «.=0,05.

Diskuse, je vzhledem kdlouhému Gvodu relativng kratka, i kdyZz pocet
citovanych pract je velky. Vyznamnym vysledkem autorky je, Ze kyselina valproova
(VA) se podili na protinadorovém Géinku u neuroblastomovych linii nejen pfi kultivaci
za normalnich podminek, ale také v hypoxii, kdy prokézala po inkubaci s 1 mM VA
vyrazne zvySeni acetylace histonu H3 i H4. Pfedevsim u linie SK-N-AS prokazala po
inkubaci s VA v podminkach hypoxie, pokles transkrip&niho faktoru HIF. Exprese
HIF-1 cilovych gend byla prokazana po VA | pomoci real-time PCR. Vzestup
proapoptickeho proteinu Bax pozorovala autorka po inkubaci s VA u vdech linii
v normometrii i hypoxii. Apoptéza navozena VA probiha pfedeviim aktivaci vnitini
drahy. ZvySenou cytotoxicitu ha nadorové buniky pozorovala pfi kombinaci VA
s cisplatinou i ellipticinem. Je to pravdépodobné v diisledku rozvolnéni struktury DNA
po VA a lep&imu pfistupu cytostatik k DNA.




Viysledky hodnocené diserta&nf prace ukazaly, Ze kyselina valproova by mohla
byt nadé&jnou latkou pfi kombinované terapii neuroblastom(, pfedev§im u nadord
rezistentnich na pouzivana cytostatika.

Zaveér :

Prace byla naplanovéana, provedena a sepsana védecky odpovidajicim
zplUsobem a pfinesla nové védecké poznatky tykajici se vlivu kyseliny valproové na
neuroblastomové linie. Autorka opublikovala pfedepsany pocet publikaci. Predlozena
prace vyhovuje vdem piedpistim stanovenym pro disertaCni dila. Proto ji navrhuji
pFijmout a Ing. Hfebatkové udélit védeckou hodnost Ph.D.
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