Posudek na diserta¢ni praci Ing. Evy Vondruskové-Scholzové

Predkladana disertaéni price je zaméfena na vyvinuti novych systému, které by
umozniovaly funkéni analyzu mutaci genu BRCA1. Konkrétng byl navrzen systém umoziiujici
expresi jednotlivych mutaci genu ve specielnich bun&&nych liniich nadort prsu, a tudiz i
jejich charakterizaci z nejriizngjsich hledisek in vivo.

Protein BRCA1 patii k multifunkénim proteinim a udastni se regulace mnoha
jadernych procest, napf. regulace bun&éného cyklu, apoptézy, reparace poskozené DNA,
transkripee, modifikace struktury chromatinu a fady dal§ich. Neni proto nijak prekvapivé, Ze
mutace BRCA1 genu vedouci ke zméndm funkce BRCAI proteinu jsou spojeny s vyrazné
zvySenym rizikem néddorovych onemocnéni u jejich nositele, prekvapive pak zejména nadory
prsu a vajeénikl. I pfes znatné usili a zdsadni dileZitost tohoto proteinu pro normalni
fungovani bunék jsou viak naSe znalosti o jeho funkcich pomérné kusé, pravé diky jeho
angaZovanosti v komplikovanych biochemickych sitich bun&&nych procest a znaené velikosti
BRCAI genu i proteinu. SloZitost celého sytému se jeité znasobi, vezmeme-Ii v Gvahu i
znaéné mnozstvi sestfihovych variant a mutaci, které byly u genu BRCALI detekovény ¢i
mohou teoreticky nastat a které mohou, kazda jinak, ovliviiovat rozné kombinace jiZ
zminénych buné&nych procesti. Funkce proteinu BRCA1 mohou byt navic tkatiove specifické.
Je proto ziejmé, Ze komplexni pochopeni funkei proteinu BRCA1 v rdmei normélniho
fungovani butiky a zdruhé strany v procesu nadorové transformace piedstavuje velice
komplikované, nicmén& viak nesmirné dileZité a aktualni téma nejen zakladniho vyzkumu,
ale i moderni onkologie. Je tieba podotknout, e ani znaCny pokrok v sekvena¢nich
technikdch a jinych metodach umozZiiujicich dnes jiZ téméf rutinni detekci genovych mutaci
sam o sob& nedostacuje k funkén{ analyze mutaci genu BRCA1. Tim se rozviraji nizky mezi
nafimi moznostmi mutace genu BRCA1 diagnostikovat a na druhé strand interpretovat
zhlediska jejich mozného rizika pro nositele. Vytvoreni systemli umoziyjicich funkéni
analyzu mutaci genu BRCA1 a tedy i disertaéni praci Ing. Evy Vondruskové-Scholzoveé
pokladam proto za velice aktudlni, diileZitou a smysluplnou.

Z formalniho pohledu je prace obvykle ¢lenéna na tivod, cile prace, material a metody,
vlastni vysledky a jejich diskusi a zavér. Clenéni i rozsah jednotlivych kapitol povazuji za
priméfeny, prace je vhodné doplnéna obrazky a rozséhlym seznamem literatury. Préce je
napsana v anglickém jazyce, ¢imZ se znaén& zvysuje jeji vyznam a dostupnost v odborném
svété. I pies tuto skuteCnost si autorka udrZela velmi p&kny, srozumitelny a z odborného
hlediska pfeny sloh. Za velice vhodné povazuji té# doplnéni prace seznamem zkratek, ktery
usnadiiuje orientaci i odbornikiim zjinych oblasti vyzkumu. Z uvedenych hledisek proto
nemam k praci az na malé drobnosti Zadné ptipominky (viz ,,Pfipominky*).

UVOD: V uvodu prace je dikladné popsina studovand problematika, pfitem? rozsah této
Casti je naprosto piiméfeny ostatnim kapitoldm. S ohledem na cile préce je velmi podrobné
charakterizovan gen BRCA1 i jeho produkt, zejména pak funkéni interakee tohoto proteinu a
jeho zapojeni do regulace jadernych a bun&énych procest. Autorka 1% upozoriiuje na
doposud neznamé skuteénosti a v literatufe se €asto objevujici protichtidné vysledky, tykajici
se funkei proteinu BRCA1 a jeho vyznamu v kancerogenezi prsnich nadort, coz jen doklada
vysokou aktudlnost zvoleného tématu a naznaduje dalii cile pro potencialni vyzkum. Dale
jsou pak popsiny dédi¢nd a sporadickd forma rakoviny prsu, zejména s ohledem na jejich
vztah k mutacim genu BRCA1. Zminéna je té7 rozsahla a doposud neprobadani oblast




riznych sestfihovych variant proteinu BRCA1l. Konstatovani jsou podpofena velkym
mnozstvim citaci a vhodné doplnéna obrazky pro snadnou orientaci.

CILE PRACE: Cile prace byly jiZ obecné popsany vyse, jsou jednoznacné formulované a
nutno podotknout, Ze v dobrém smyslu slova nikterak skromné. Konkrétnéji se jednd o
navrzeni metod, které by umoznily
o utlumeni exprese endogenniho proteinu BRCA1 (wtBRCA1) ve vybranych bunéénych
liniich (pomoci shRNAs), coZ by umozZiiovalo studovat vztah mezi kvantitou
BRACALI a nadorovou transformac{ buiiky (defekty v reparaci DNA, zmény bunééné
proliferace a bunééného metabolismu atd.)
o vytvoreni konstruktl nesoucich jednotlivé mutantni varianty genu BRCAI1, které by
po stabilni transfekci/infekei do vy$e uvedenych bunék dovolovaly analyzovat vliv
jednotlivych mutaci z hlediska jejich dopadu na riist bungk a jiné parametry dtleZité
z hlediska nadorové transformace.
DosaZeni téchto cilii je vyznamné jak z hlediska pochopeni mechanismii fungovani proteinu
BRCAI ve zdravé a naopak nadorové bufice (a tedy napf. vhodnosti té & oné nadorové
terapie), tak z hlediska naSich moznosti odpovédét nositelim mutaci na riziko propuknuti
piislusného nadorového onemocnéni.

MATERIAL A METODY: V prici Je obsazeno velké mnoZstvi metod molekularni biologie,
Casto velmi naroénych na zavedeni a optimalizaci (napf. kultivace bunék, izolace RNA a
qRT-PCR, infekce a transfekce bunék, vytvofeni plazmidovych a BAC konstrukt, navrZeni
inhibi¢nich shRNAs a jejich klonovani do vektoril, flow-cytometrie, reporter assay, Western
bloting atd.). Z metodologického hlediska proto praci povazuji za velmi komplexni a
naroénou, odrazejici také velmi vysokou uroveii 8koliciho pracovi§té a ochotu jeho
pracovnikil podilet se na pfipravé pregradualnich i postgadualnich student.

VYSLEDKY A DISKUSE: Tuto kapitolu povazuji z celé prace za nejcennéjsi. Podrobné je
popsano zavedeni systému inhibice genu BRCA1 pomoci shRNA, piiprava vektor
obsahujicich mutantni formy genu BRCAI, a hledani nejvhodngjdich zptisobt jejich
introdukce do zvolenych bunéénych linii (vetn& retrovirové infekee). 1 pfes nesdetné
vyvstavajici problémy vyplyvajici ptevdZzné z obrovské velikosti genu BRCA1 se nakonec
povedlo splnit vSechny vytygené cile a najit a optimalizovat metody umoziiujici vytvoreni
bunécné linie s utlumenou expresi genu BRCA1 a taktéz linie s utlumenou expresi endogenni
formy tohoto proteinu a naopak overexprimovanou jeho mutantni variantou. Zavedeny systém
nésledné umoznil analyzovat vybrané mutace genu BRCA1 z hlediska ovlivnéni rychlosti
proliferace bungk. Studovéany byly vybrané mutace nejéast&ji se vyskytujici v populaci CR a
také jedna nov€ objevend mutace. Zavedeny experimentalni systém je viak otevieny a
umoziluje teoreticky analyzu libovolnych mutaci libovolného genu, coz povaZuji za jeho
obrovskou prednost. Experimenty jsou dobfe navrzené, véetnd mnohostranného systému
kontrol. Vysledky jsou detailné diskutoviny se soucasnou literaturou a objektivné jsou
shrnuty vyhody i limitace systému vjeho soudasném stavu. Ziskana data jsou v piipadé
potfeby vhodné statisticky zpracovéna a graficky prezentovana.

ZASADNI PRIPOMINKY
k praci nemam zadné podstatnéjsi pfipominky

.




DROBNE PRIPOMINKY:

MATERIAL A METODY:
v piipadé popisu nekterych metod v kapitole ,,Materidl a metody” postradam odkaz na
publikace obsahujici jejich podrobnéjsi popis

table 6.4.2.1. a 6.4.2.2. — pro¢ tato &isla, kapitola 6.4.2 neexistuje

nazvy restrikénich enzyma: rad&ji EcoR I namisto EcoR I apod.

VYSLEDKY:
uvital bych uvedeni obrazku, ktery by lokalizoval studované mutace s ohledem na funkéni
domény genu BRCA1

obr. 7.1. — Pfedpokladam, Ze Cervené a zelené oznacené mutace predstavuji ty mutace, které
byly studovany v rameci prace — Cervené patrné piedstavuji ty nejcastéji se vyskytujici v CR a
zelend pak mutaci nové identifikovanou — tento popis viak v obrazku chybi.

Mnoho vysledkil je uvadénych jako ,,not shown™ — to sice prispiva ke srozumitelnosti prace
ale uvital alesponi odkazy na ¢lanek, kde byly piisluiné vysledky publikovany, nebo,
v pfipadé nepublikovanych vysledkil, jejich dokumentaci v ramci pfilohy.

OBECNE
mozna by bylo jednodussi zvolit prosté &islovani obrazk (1, 2 atd.) namisto pomérné
komplikovaného stylu zaloZeného na ¢islovani kapitol

ojedinélé pieklepy:

str. 29, fadek 7 zdola: ,,a adaptor protein®

str. 42, fadek 3 shora: ,,wilt-type (wt)*

str. 45, kap. 652, prvni fadek: Sh RNA...were

DOPLNUJICI OTAZKY:

L. Z vysledki prace vyplyva Ze jak samotné utlumeni exprese proteinu wtBRCA1 tak i
overexprese jeho studovanych variant v builkdach se sniZenou expresi wtBRCA1 vede
(specificky v zavislosti na bunééné linii) ke sniZeni proliferace bunék. Jak si autorka tyto
»protichidné™ vysledky vysvétluje? Lze uvazovat o tom, Ze (coz &astecné vyplyva i z diskuse
vysledki), ze studované mutace nepfispivaji k patogennimu fenotypu buiky a zasadni
vyznam pro jeji nadorovou transformaci ma pouze sniZena hladina wt formy proteinu
BRCA17? Jak si vysvétlit skute¢nost, Ze utlumeni exprese BRCA1 vede (za dalsich uréitych
okolnosti) k nadorové transformaci buiiky, a tudiz i zrychlené proliferaci, a pozorované
vysledky pritom naznaéuji opak?

2 U nadort prsu s mutovanym genem BRCA1 byly v cca. 70-80% piipadl pozorovany i
inaktivujici mutace proteinu p53, zatimco u nadortt s wiBRCA tomu tak je jen asi v 30%
(Hartman a Ford, 2002). Téz se uvadi, Ze mutace p53 jsou nezbytné pro rozvoj nadorli




z bunék nesoucich BRCA1 mutaci. Mutace proteinu p33 také suprimovaly letdlni fenotyp
BRCA1™" bunk. Existuji jiz néjaka novejsi data vysvétlujici tento ,,selekéni tlak™ u BRCAL
mutovanych bunék. Byl v rdmci price pozorovén néjaky rozdil mezi studovanymi buiikami
MCF-7 (wt-p53) a MDA-MB-231 (mutovany p53) po utlumeni exprese wtBRCA1? Jak si
autorka vysvétluje pozorované sniZeni bunétné proliferace u MCF-7 bundk a naopak

nevyrazny efekt u bunék MDA-MB-231 po utlumeni exprese BRCA1?

3 Jaka je moZnd piiCina opacné efektivity plasmidi pSUPER.retro.puro a LMP
(s naklonovanou shRNA) v utlumeni exprese proteinu BRCA1 pii kratkodobé a dlouhodobé
transfekci?

ZAVER:

Predkladand prace Ing. Evy Vondruskové-Scholzové jak z formélniho, tak zejména
odborného hlediska pfevySuje bézné standardy. Velmi kladné hodnotim jak samotnou kvalitu
prace a vlastni aktivitu autorky, tak i odbornost a piistup skoliciho pracovistd. DosaZené
vysledky jsou origindlni a vyrazné& pfispivaji k dal&imu rozvoji vyzkumu v dané oblasti,
pficemz zavedeny experimentdlni systém umozfiuje studovat funkce proteinu BRCAI za
podminek in vivo. Zavedeny experimentalni systém navic otvird moZnosti zkvalitnéni
predikee rizika onemocnéni nadory prsu (teoreticky lze rozsifit i jinymi nadory) ve vztahu k té
ktere konkrétni mutaci genu BRCAT; vzhledem k tomu, Ze nadory prsu predstavuji nejéast&jsi
nadorové onemocnéni Zen v CR, je tato moZnost nadmiru dalezita.

Na zakladé vySe uvedeného proto doporucuji praci Ing. Evy Vondruskové-Scholzové
k obhajobg s naslednym udélenim titulu Ph.D. uvddénym za jménem.
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