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Mgr. Zdenék Dostal predloil k obhajobé diserta¢ni praci s tématem »Ovlivnéni cytotoxicity
xenobiotik”,

Prace je psana v ¢eském jazyce a ma 123 stran. Autor préci roz¢lenil klasickym zpGsobem a
uved! diskusi k vlastnim vysledkim ziskanym v priibéhu pfipravy prace i zavéry z nich vyvozené. Autor
Cituje 276 literdrnich zdroju a uved| 3 vlastni publikované prace, u nichs je prvnim autorem nebo
spoluautorem.

Cile préace jsou jasné definovény se zamé¥enim na 3 hlavni smery tj. studium mechanizmu
tcinku miR-29b na cytotoxicitu etoposidu, studium vlivu mifepristonu na cytotoxicitu etoposidu a
ovlivnéni expresniho profilu miRNA u vybranych buné&nych linii kvercetinem a taxifolinem.

V Teoretické ¢asti se disertant detailné soustfedil na vechna studovang témata, které regil
v priibéhu pfipravy disertaéni préace. Pfehledné zpracovani této reSerSni ¢asti prace chvélim a lze z ni
odvodit, Ze disertant se problematikou obgirné zabyval. V experimentain{ ¢4sti prace autor obsirné (ale
korektné) popisuje pouzité techniky a metody, které pouzival v priibéhu experimentalnich praci. Je
zfejmé, Ze disertant si musel osvojit Sirokou Skalu experimentalnich technik, aby byl schopen ziskat
uvedené vysledky. Zpracovani této &asti hodnotim jako kvalitni, kdy by jisté bylo mozné takto popsané
experimenty zopakovat na jiném pracovisti.

Césti Vysledky a Diskuze autor k roz&lenil na tfi oddily dle definovanych cilt préace.
Experimentaini vysledky jsou zfetelné popsany a doplnény relevantni diskusi ke zjiSténym
skutecnostem. Autor ziskal velmi zajimavé vysledky, které mohou byt vyuzity v dalsim vyzkumu.

V' zavéru autor shrnuje zasadni poznatky, které ziskal. Dale uved! seznam publikovanych praci
(Clanky v ¢asopisech Jimp - 2x prvni autor, 1x spoluautor; prezentace na konferencich) a 1x &lanek
v Casopise Jimp (jako spoluautor), ktery p¥imo nesouvisi s disertaéni praci. Projekty, kterych se autor
ucastnil, jsou uvedeny v sekci »Ppodékovani” bez uvedeni role disertanta v projektu.

K pfedloZené praci mam ndsledujici dotazy/pFipominky a shrnuji vybrané drobné nedostatky:

Dotazy a pfipominky:

1. Ve své disertaéni préci jste se zabyval bun&¢nymi in vitro modely pro studium toxicity vybranych
protinadorovych Ié&iv. Zajimalo by mne, zda jsou k dispozici také vhodné in vivo modely relevantni
vami pouZitym bunéénym liniim? A popf. jaka je prenositelnost poznatkl ziskanych in vitro na
animalni modely nap¥. z literarnich dat?

2. Zajimavé vysledky v kapitole 5.3.3. (Obrazek 30) byly zhodnoceny jako statisticky nevyznamné diky
prilis velkym odchylkdm v rémci experimentélnich méreni, Nékteré vysledky pro taxifolin
statistickou vyznamnost ukazaly pro linii Hep G2 (modul A), ackoli pro primarni kultury lidskych
hepatocytd se je nepodafilo ziskat (modul B). Podobné se nepodatilo ziskat statisticky vyznamné
vysledky pro kvercetin. Bylo by mozné tyto odligné vysledky néjak vysvétlit?



3. Jaka léciva jsou schvdlena a pouZivana v soucasné klinické praxi pro blokadu efluxnich bunécnych
mechanism0 u protinadorové terapie?

Drobné nedostatky:

1. Obréazek 5 by mohl byt pfekreslen pomoci vhodného software podobné jako dali obrazky.

2. Tabulky 1-2 jsou uvedeny pfili§ drobnym pismem a mozna by bylo vhodné&jsi je rozdélit na vice
tabulek, ackoli chdpu autorovu snahu o celkovy pfehled pro dany oddil textu.
Jaky je spravny nazev inhibitoru ABC transportéru Tarquidar?

4. Nazvy lécivych latek by mély byt napsany pomoci tzv. INN (International Nonproprietary Names)
nazvl, které je odliSuji od nazvi komerénich 1&&iv.

5. Malé mnoizstvi preklept v textu.

PredloZena diserta¢ni prace je ucelenym prehledem o problematice fe$ené autorem. Akoliv
by bylo mozné praci jesté drobné doplnit nebo mirné dopracovat (viz. vyée uvedené dotazy/pfipominky
a drobné nedostatky), je z ni patrné, Ze disertant odved| mnoho préce, ktera progla kvalitnim recenznim
fizenim (viz. 2 publikace Jimp jako prvni autor) a doklada vysokou odbornou Groveri disertanta. Proto
disertacni praciv pfedlozené podobé doporuduji k obhajobé.
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Oponentsky posudek na dizertaéni praci Mgr. Zdeiika Dostala ,,Ovlivnéni cytotoxicity

xenobiotik*

Predkladand préce je peclivé vypracovana v klasickém &lenéni na 123 strandch. Teoretickd ¢ast
vystizné popisuje zakladni informace o studovanych latkach, rodingé miR-29 a o vybranych
proteinech zapojenych zejména do procesu programované bunééné smrti. Hloubka literarni reserse
je dokumentovana 276 citovanymi pracemi. K feseni cild prace byla pouZita celd fada metod od
pfipravy primarnich kultur hepatocytti a kultivace ustavenych bunéénych linii, ptes sledovani
cytotoxicity, viability a exprese vybranych molekul, po pokrocilé piistupy RNA interference, flow
cytometrie a Affymetrix microarrays. Vysledky, které navazuji jak na vlastni diplomovou praci, tak
na problematiku dlouhodobé studovanou na Ustavu lékaiské chemie a biochemie, jsou rozdélené do
tf kapitol. Prvni ¢ast je vénovana piedevsim vyznamu miR-29b pro navyseni cytotoxicity etoposidu
vHeLa bunkéch. Druha &ast piinasi detailni studium neodekdvand synergie etoposidu a
mifepristonu v buitkich HepG2, doplnéné o funkéni experimenty se specifickymi inhibitory ABC
transportéra v n€kolika definovanych bunéénych subliniich K562. Nakonec Jsou popisovany t¢inky
zejména taxifolinu na buiiky HepG2 a primarni hepatocyty. DosaZené vysledky jsou pregnantné
formulovany v Seském i anglickém souhrnu a vétSina z nich byla jiz publikovana ve dvou
prvoautorskych impaktovanych pracech. Mgr. Zden&k Dostal je také prvnim autorem prehledného
impaktovaného ¢lanku s pHimym vztahem k dizertacni praci a rovnéz spoluautorem impaktované

prace na piibuzné téma.
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Dotazy k teoretickém tvodu:

1.

2.

Vami studovana miR-29 vykazuje tumor supresorové vlastnosti a jeji zvySena exprese by
mohla mit 1é¢ebny potencial. Jaké jsou obecné moznosti terapeutického doruceni
interferujicich RNA do cilovych nadorovych bun¢k?

Na stranach 31-33 jsou popsany vysledky in vivo experimentu autortt Garelnabi a kol. 2014.
Fyzické cviCeni je obecné povazovano za prfiznivé, avSak vtomto piipadé¢ dochazelo
k narastu exprese onkogenni miR-21. Je toto pozorovani autory blize vysvétleno nebo

diskutovano?

Dotazy k vlastni praci:

1.

3,

Obrazek 15 ukazuje mirné vys$si aktivaci caspazy-3 po pusobeni miR-29b a ,.c* ve srovnani
s miR-29a. Neni v8ak ziejmé, jak jednotlivé miR-29 navysSuji aktivni caspazu-3 oproti
pusobeni samotného etoposidu, piipadné ve srovnani s neovlivnénou kontrolou. Muzete
prosim prezentovat také tato data?

Snizeni exprese anti-apoptotického proteinu Mcl-1 vedlo ke snizeni viability bunék
ovlivnénych etoposidem (obrazek 16). Byla rovnéz sledovana aktivace apoptoézy? Druha
siRNA proti Bak zvysila expresi obou isoforem Mcl-1 (obrazek 16a, vpravo). Pro¢ byla tato
siRNA vybrana pro dal$i experimenty (obrdazek 16b)? Byl u¢inek na Mcl-1 pozorovan
opakovan¢?

V casti 5.2. poskytujete vysvétleni zajimavé synergie etoposidu s mifepristonem v bunééné
linii HepG2. Planujete otestovat vyznam inhibice ABC transportéric mifepristonem také u
dalsich nadorovych linii, pfipadné¢ v in-vivo experimentech? Je né&jaka kombinace
cytostatika a inhibitoru ABC receptorli vyuzivana v klinické praxi nebo testovana

v klinickych studiich?

4. Na zékladé microarray dat jste vybrali k dal$im analyzam miR-375 a proteiny Zeb2 a

vimentin (obrazky 30-32). Ve valida¢nich experimentech jste nepotvrdili vliv taxifolinu na
miR-375, nicméné jste pozorovali mirny narist Zeb2 a vyrazny pokles vimentinu. Byly tyto
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zmény spojeny se zménou morfologie bun¢k? Planujete sledovani dalSich parametri jako je

proliferace bun€k nebo jejich invazivni schopnosti?

Drobné ptipominky (v ramci obhajoby neni nutné reagovat):
e V obrazku 17b chybi popis tmavych a bilych sloupct.
e Na konci diskuze jsou zminény predbézné vysledky ohledné zmén beta-cateninu po
plisobeni taxifolinu, které viak nejsou uvedeny ve vysledkové &asti.
e Na stran¢ 79 zminujete piiznivy u¢inek androgent na buiky karcinomu prsu diky sniZené
expresi miR-21. Nieméné pro terapii nejvice problematickych ,,triple-negativnich nadora‘
s androgenovym receptorem se jako slibné jevi naopak antiandrogeny (napf. Lehmann et al.

| 2014 PMID: 25103565, Traina et al. 2018 PMID: 29373071, Giovannelli et al. 2019 PMID:
30872694).

Mgr. Zdenék Dostail piredkliada kvalitni praci, ve které jasné prokazuje své tviaréi schopnosti a

spliiuje poZadavky pro udéleni titulu Ph.D. v oboru Lékaiska chemie a klinicka biochemie.

V Olomouci 15.¢ervence 2019
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