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Praha, 12. 9. 2022

Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Terezie Herrmannové nazvané ,,Analyza
vzniku stievnich nadori iniciovanych onkogenem BRAF V600E.

Diplomova prace Bc. Terezie Herrmannové byla vypracovana pod vedenim Mgr. DuSana
Hrékulédka, Ph.D v Oddéleni bunééné a vyvojové biologie Ustavu molekularni genetiky
AV CR v Praze. V praci se autorka se soustfedila na ureni vlivu onkogenni formy
proteinkinazy B-Raf s mutaci V60OE na vznik kolorektalniho karcinomu. Pomoci mysich
modeli s kondicionalni expresi B-Raf(V600E) a organoidi odvozenych ztenkého a
tlustého stfeva autorka ukézala, Ze indukovana exprese B-Raf(V600E) zvysuje fosforylaci
proteinkinaz ERK, buné¢nou proliferaci a morfologii organoidt. Nicméné za podminek in
vivo nebyla zvysena proliferace pozorovana. Autorka také sledovala vliv exprese B-
Raf(V600E) v kombinaci s dalsimi potencionalnimi onkogennimi mutacemi jako je napf.
mutace ApC.

Piedkladana diplomova prace je psana v ¢eském jazyce a drzi se zavedeného ¢lenéni, tzn.,
7e obsahuje kapitoly Abstrakt/Abstract, Uvod, Pichled literatury, Cile prace, Material a
metody, Vysledky, Diskuzi, Zavér a Seznam pouzité literatury. Zavérecna Cast pak
obsahuje dodatkové materialy.

Kapitola Prehled literatury je ptehledna, dostate¢né detailni, a pokud mohu soudit, tak
informace jsou aktualni. Kapitola pokryva velmi Sirokou oblast, od popisu stfevniho epitelu
a mechanizmu jeho obnovy, ptes popis hlavnich signalnich drah zahrnutych v
karcinogenezi az po popis signalni drahy ERK a protoonkogenni kinazy B-Raf, ktera se
podili na aktivaci této drahy. Autorka prokazuje Siroky rozhled, zpracovala znacné
mnozstvi literatury (~140 citaci) a na zakladé téchto informaci pak jasné definuje cile
prace. Domnivam se ale, ze pro Gplnost by bylo vhodné zminit pouziti inhibitori B-Raf
(V600E) v 1é¢beé nadoru tlustého stieva a popiipade i klinické vysledky a jejich srovnani
s konven¢ni terapii.

Kapitola Materidl a metody obsahuje seznam reagencii a popisy metodickych postupi
pouzivanych v praci.

V kapitole Vysledky autorka prezentuje tctyhodnych 20 obrazki, z nichz kazdy ukazuje
vysledky imunobloti, mikroskopickych analyz a proliferatnich stanoveni, a jejich
kvantifikace. Prezentace dosazenych vysledkt je opét na vysoké urovni a je piehledna,
srozumitelna a logicka. V nékterych piipadech by bylo mozné informace v obrazcich
zvyraznit. Napt. na str. 50 se uvadi ,,...jsme si v§imli zvlastnich prifezi kryptami...”
odkazujici na obrazek 21, coz by v obrazku mohlo byt zvyraznéno Sipkou.

V kapitole Diskuze autorka nejen shrnuje dosazené vysledky, ale také predklada
alternativni metodické postupy a pracovni hypotézy, které poméhaji vysvétlit nesnadno
interpretovatelné vysledky. Tato ¢ast je také zpracovana velmi dobfe a jeji zavery jsou
logické a podpotené poznatky z literatury. Nicmén¢ se diky souvislému textu tato kapitola
¢te pomérné obtizné. Domnivam se, Ze by textu prospélo rozdéleni na podkapitoly,
popfipadé doplnéni o ilustrujici obrazky ¢i schémata.
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Po jazykové a formalni strance je disertacni prace jako celek opravdu nadstandardné
zpracovana. Diky peclivému zpracovani je disertacni prace Ctivd a na mnoha mistech
poucna. V textu je minimalni mnozstvi chyb (napi. v legendé k obrazku 21 je dvakrat
uveden odkaz na levou cast obrazku, v popise méfeni proliferace je uvedeno ,,pomér
piekryv/DAPI®, chybi Ciselné oznaceni fluorescen¢niho barviva Hoechst), stylistickych
neobratnosti (napt. véty na stran¢ 50 ,,Srovnanim paralelnich rezit bylo zjisténo, Ze buiiky
exprimujici BRAF V600E se nedeli, pokud nejde o bunky lokalizované v krypté (obrazek
20). Proliferaci jsme u téchto bunék nedetekovali ani v jednom casovém bode po indukci
rekombinace.“) a ojedinélé pouziti laboratorniho zargonu (...aby se stoCily mrtvé burky,
str. 42; sort infikovanych bunék, str. 41). Z mého pohledu se mi zd4 nezvyklé nazyvat Raf
kinazy ARAF, BRAF, CRAF; uzivangjsi je oznaceni A-Raf, B-Raf a c-Raf. Také terminy
ERK drdha a MAPK draha nejsou volné zaménitelné. Také se domnivam, ze v ptipadé
odkazii na internetové zdroje by bylo vhodnéjsi je nezahrnovat do seznamu literatury, ale
spiSe je uvést V ramci samostatného odstavce.

Pies vySe uvedené marginalni ptipominky, povazuji formalni, metodickou a odbornou
uroven predlozené prace za vynikajici a je ziejmé, Ze cilt této prace bylo dosazeno. Tato
prace také ukazuje, ze autorka zvladla celou fadu metod molekularni, bunééné a nadorové
biologie a dokazala tyto vysledky korektné interpretovat.

Domnivam, Ze piedloZena prace Bc. Terezie Herrmannové bezezbytku spliuje
vSechna Kkritéria kladena na diplomové prace.

Tomas Vomastek, PhD

Mikrobiologicky tstav AV CR
Videiiska 1083
142 20 Praha-4

E-mail: vomy@biomed.cas.cz
tel: (+420) 241 062 167

K praci mam nasledujici otazky:

1. Prvni dotazy se tykaji pouzitého mySiho modelu a naslednych analyz. VV tomto modelu
je exprese B-RafV600E stanovena nepiimo, nebo vubec. Vysledky tak mohou byt
ovlivnény nizkou frekvenci rekombinace alely Braf(V600E), poptipadé nizkou hladinou
exprese. Nebylo by vhodné ke stanoveni exprese B-Raf(VV600E) pouzit piimo protilatku
rozeznavajici V60OE epitop, jak ostatné autorka sama zminuje v Diskuzi?

S tim souvisi i pozorovany narust fosforylace ERK, ktery se zda pomérn¢ maly, coz
mize byt disledkem i nizké G¢innosti rekombinace. Pokousela se autorka stanovit
absolutni mnozstvi fosforylované formy napf. pomoci rozdilné pohyblivosti
nefosforylovanych a fosforylovanych forem kindz ERK v SDS-PAGE, nebo pomoci
,,phospho flow cytometry*“? Z mého pohledu by mi také ptipadalo pomérné p¥imocaré
oveftit zvySenou aktivitu ERK pomoci stanoveni fosforylace substratii (RSK, c-Fos...)
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nebo exprese cilovych proteind (matrixové metaloproteazy, N-cadherin...), bylo by to
mozné?

V obrazku 14 je pozorovatelny vyrazny rozdil v pohyblivosti fosforylovanych izoforem
ERK mezi kontrolnimi a indukovanymi vzorky. Cim je tento rozdil zpiisoben?

2. Na str. 49 autorka uvadi ,,Jeden ¢i dva dny po gavazi bylo mozné vidét mensi okrsky
bunek, které se barvily na tdTomato.*“ Dle mého ndzoru imunohistochemické barveni
tenkého stieva barveného 1 den po indukované rekombinaci (obrazek 19) ukazuje
uniformni barveni stfevniho epitelu. Prosim o komentar.

3. V textu jsou zminény a studovany ruzné mechanizmy aktivace WNT drahy. Jednou z
moznosti je také pfima inhibice destrukéniho komplexu signaliza¢ni drahou ERK a
proteinkindizou RSK. Miuze hrat tento mechanizmus relevantni roli ve
vzniku kolorektalnich nadora?

4. Aktivace signalni drahy ERK v ,normalnich® bunkach muize vyvolat senescenci
(oncogene induced senescence), popiipadé epitelo-mezenchymalni tranzici, které by
mohly ovlivnit proliferacni vysledky. Byly jevy spojené s EMT nebo senescenci
pozorovany?

5. Pii kultivaci organoidi se do média piidava inhibitor proteinkinaz ROCK (Y27632).
Jaky je pro to divod?



