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Pfedklddand diplomova prace ,Role tyrosinkindzové aktivity mitochondridlniho ERBB2/HER2
v rakoviné prsu” tematicky vychazi z problematiky dlouhodobé a Uspésné FeSené na pracovisti
Skolitele dr. Rohleny a prof. NeuZila, konkrétné v oblasti role proteinové kindzy HER2
v patogenezi rakoviny prsu. Diplomantka jasné naformulovala cile prace, kterymi je studium
mitochondridlné lokalizovaného HER2 proteinu vzhledem k jeho kinazové aktivité a téz

k pripadné senzitizaci bunék ke klinicky testovanému terapeutiku MitoTam.

Prace sleduje klasické clenéni magisterskych diplomovych praci, ma rozsah 55+14 stran a je
napsana ctivou angli¢tinou. Veskeré ¢asti jsou vyvazené a po zevrubném Uvodu nasleduje
detailni popis mnoha pouzitych metod a bohatd vysledkovd c¢ast, kterd sestdva
z 9 vicepanelovych obrazkd na 13 stranach. Autorka na skoro 7 stranach diskuse kriticky
hodnoti dosazené vysledky a dava je do kontextu jiz publikovanych a v nékterych pripadech
i stale probihajicich experimentl. Metodicky aparat, ktery si diplomantka osvoijila, je rozsahly
a dle detailniho seznamu i vétSinu metod sama provadéla.

Klicové pro celou préci bylo naklonovani mutantnich konstrukti HER2 proteinu, které byly
cileny do mitochondrii a u nichZ byla inhibovdna a nebo naopak aktivovana tyrosin kindzova
aktivita. Konstrukty byly ndsledné vyuzity k experimentidm na hojné vyuZivané modelové
bunécné linii prsniho karcinomu MDA MB 231, ktera je tzv. ,triple negative” a neobsahuje
endogenni HER2. Po biochemickych funkénich experimentech zaméfenych zejména na
mitochondrie byly provedeny studie tumorigenniho potencialu v klasickém 2D provedeni
a nasledné iv 3D a téz in vivo v mySim modelu. Ziskané unikatni vysledky budou nepochybné

brzy publikovany.

K praci mam jen nékolik drobnych pfipominek:

U prezentace blotll/elektroforéz se slusi ukazat standard a Udaje o prislusnych molekulovych
hmotnostech (viz modra nativni elektroforéza Obr. 4.7, str. 34).

Nékteré grafy (napf. panely A, C, D, Obr. 4.9, str. 39) by se daly graficky sjednotit.

Mezi ¢iselnou hodnotu a jednotku se vklada mezera.



Na strané 13 v ¢asti ,, The most potent ROS...“ je zminén superoxid a peroxid vodiku. Nicméné

jesté vice reaktivni je sekundarné vznikly hydroxyl radikal.

V metodické sekci mi chybi podrobny popis pfipravy digitoninového lyzatu (doba solubilizace,
podminky centrifugace).

Autorky bych se rad zeptal na nasledujici:

1) Co je zndmo o mitochondridlnim fosfoproteomu (v¢. mitochondridlnich kindz a fosfataz)
azda muZete spekulovat o pfipadném substratu mitochondridlné lokalizovaného HER2
(v diskusi je zminén protein NDUFA13)?

2) Vzhledem k prokazanému rozdilu v produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) lze
predpokladat i zmény antioxidacniho apardtu. Byly provedeny néjaké pilotni kvantifikace?
(¢astecné zodpovézeno v diskusi na str. 42)

3) Jak by se nejlépe provedlo ovéreni lokalizace HER2 do mitochondrii a kvantifikace
distribuce plazmatickd membrana vs. mitochondridlni membrana?

4) Jaké mutace HER2 byly u pacientek nalezeny a pfipadné jak jsou ¢asté?

Zavérem mohu konstatovat, Ze Bc. Eliska Novotnd ptispéla k fesSeni zajimavé problematiky
z oblasti nddorové biologie karcinomu prsu a prokazala, Ze je schopnd o své praci Uspésné
a kriticky referovat. Pfedkladanou praci doporucuji postoupit k obhajobé za ucelem udéleni
titulu Mgr.
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