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Oponentsky posudek diserta¢ni prace Mgr. Miroslava Hajka Modulation of
human telomerase activity by nucleoside and nucleotide analogs

Disertacni prace pana Mgr. Hajka se zabyva atraktivnim tématem cilené¢ho ovlivnéni aktivity
telomerazy, enzymu, ktery zajistuje doplnovani koncti chromozom po jejich neuplné replikaci a tim
imortalizuje butiky, v nichz je exprimovan, v¢etné bunék nadorovych.

Prace je zpracovana klasickou formou, ackoliv Mgr. Hajek je prvnim autorem dvou publikaci

v Biochem. Pharmacol. a dvou patentovych ptihlasek. Pti jejim ¢teni jsem ovSem zjistil, Ze to je velmi
dobte, ponévadz na rozdil od fady jinych uchazect nepojal Mgr. H4jek psani prace jen jako
nepfijemnou formalni povinnost, jaksi navic kromé ziskani kvalitnich vysledk, ale podatilo se mu
vytvotit velmi kvalitni dilo. Uvod prace je napf. asi viibec nejobsahlejsim a nejuplngjsim piehledem o
stavu zpracovavané problematiky, jaky jsem dosud cetl (a to se snazim tuto problematiku sledovat jiz
asi 15 let). Pro ilustraci snad sta¢i zminit, ze V praci je citovano 654 referenci ! Prace ma jasné
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nedostatku.

Abych ucinil zadost své povinnosti oponenta a prokazal své detailni obezndmeni se s predlozenou
disertaci, uvadim nékteré drobnosti v nasledujicich dotazech a pfipominkach:

1. str. 41 —,....phosphorylation of hTERT by protein kinase, protein phosphatase 2A or by cAbl
tyrosine kinase are involved in modulation of telomerase activity.” — fosfataza spise defosforyluje?

2. str. 60 — formula¢ni nepfesnost - CpG ostrivky jsou charakterizovany jako témér vzdy
nemethylované CpG-bohaté promotorové oblasti. Neni to piesnéji fe¢eno tak, ze CpG ostrivky ziskaly
svilj ndzev od toho, Ze zatimco v genomu jako celku je frekvence CpG niz$i, nez by odpovidalo
pravdépodobnosti vyskytu této posloupnosti (vzhledem k postupné konverzi CpG na TpG v dasledku
spontannich deaminaci), existuji mista, kde jsou naopak nahlouceny, a Ze tato mista koreluji

s promotory genu? V ptipadé transkripéné aktivnich (nebo k aktivaci pfistupnych) gend jsou
nemethylované, ale i methylovany CpG ostrov ztstava CpG ostrovem? Souvisejici otazka: historie
CpG ostrovu a jejich methylace je spojena pravé s prazskym pracovistém kandidata. Co a kym zde
bylo zjisténo v 60. letech minulého stoleti?

3. str. 61 — the most well characterized...

4. Metody, str. 67 — jak bylo hodnoceno, ze 2 x opakované zmrznuti a tani HL-60 bunék béhem
extrakce nemélo vliv na aktivitu? V ptipadé extrakti je ztrata aktivity zna¢na, zajimalo by mé, zda
pred extrakci / pti extrakci k tomu skute¢né nedochazi.

5. str. 68 — Je pon¢kud paradoxni, ze autor nejprve kvalifikované rozebira nevyhody metody
TRAP, ale pro hodnoceni inhibice telomerazy si nakonec vybral pravé tuto metodu. V tom ptipadé by
ale bylo vhodné;jsi separovat produkty telomerazové extenze z prvni faze reakce, a druhou fazi (PCR)
provadeét jiz bez pfitomnosti a mozného vlivu pfidanych testovanych inhibitori.

6. Pro¢ nebyla pouzita kvantitativni real-time verze TRAP?

7. str. 69-70 — Jednokrokova qRT-PCR - pro¢ pfi designu primerti a sondy pro RQ-RT-PCR pro
hTERT mRNA nebyl aspoti jeden z primerti nebo sonda navrzena do rozhrani dvou exond, jak je tomu
obvykle kvili vylouceni interference s genomovou DNA? Pro¢ byla normalizace provedena jen
vzhledem k celkové koncentraci RNA, a nikoli k mRNA referen¢niho housekeeping genu, tak jak
tomu bylo u dvoukrokové qRT-PCR?
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8. str. 70-71 —Dvoukrokova qRT-PCR: v Tabulce 3 nejsou uvedeny primery pro amplifikaci c-
myc. Bylo testovano 7 referenénich genu a nasledné pouzity 4 z nich s nejstabilnéjsi expresi. Znamena
to, ze pfi tfech replikach, 2 testovanych a 4 referencnich genech byl kazdy vzorek amplifikovan
celkem v 18 mikrozkumavkach? Nebyl potom problém s hodnocenim reakci provadénych v rtiznych
sadach?

9. Obr. 11 — jaké nabizi autor vysvétleni vzniku produkti, které oznacuje za primer-dimer PCR
artefakty, pii vysSich koncentracich PMEGpp? Je skutecné jisté, Ze se nejedna o produkty telomerazy?

10. Obr. 12 — velmi zajimavé a ponékud piekvapivé je zjisténi o zvySené procesivité telomerazy
vlivem 6-Me,PMEDAPpp a (S)-PMPApp. Chybi mi v$ak kvantitativni vyhodnoceni aktivity
telomerazy v zavislosti na koncentraci téchto latek. I pti zvySené procesivite je totiz mozné, ze celkové
mnozstvi produktu generovaného telomerazou bude mensi. Z obrazku to vsak neni ziejmé a v tabulce
hodnoty uvedeny nejsou.

11. Velmi vyrazného (60%) snizeni primérné délky telomer bylo dosazeno pomoci PMEDAP. Je
zajimavé, Ze toto sniZeni bylo ireverzibilni. Jaké je vysvétleni této nevratnosti? (autor v diskusi
naznacuje, Ze by mohlo jit o indukci apoptozy — byla tato hypotéza néjak experimentalné testovana?

12. Jaka je relativni chyba stanoveni délky telomer pomoci flow-FISH?

Nesdilim zcela autoriv optimismus ohledné ptesnosti Flow-FISH oproti TRF: rozhodné i zde mohou
S PNA sondou reagovat napf. kratké intrachromozomalni sekvence shodné se sekvenci telomerové
DNA, které jsou napt. v blizkosti centromer a v telomer-asociovanych oblastech. Stejné jako v piipadé
TRF vsak toto pravdépodobné nepiedstavuje vyznamny problém, protoze pii piedpokladané stabilité
genomu modelové linie vV ramci experimentu bude pozadi zptisobené témito extratelomerickymi
repeticemi konstantni.

13. Je Skoda, Ze diskuse neni ¢lenéna do kapitol podle tématickych oblasti diskutovanych
vysledki.
14. Cast Conclusions je ponékud dlouhé na skuteéné conclusions, jde spise o rekapitulaci viech

vysledkil prace. Autoreferat prace je velmi vyvazeny rozsahem i obsahem jednotlivych ¢asti.
Zavér: Piedlozena disertacni prace je vynikajici vizitkou kvality uchazece i jeho $koliciho pracoviste.
Mgr. Hajek svymi vysledky a jejich zpracovanim, véetn€ publikacniho a patentového zhodnocenti,

jednoznacné prokazal schopnosti k samostatné védecké praci. Proto jeho disertaéni praci doporucuji
k obhajobé pro ziskani titulu Ph. D.
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