Oponentsky posudek na diplomovou praci Be. Filipa Lhoty

Studium alternativnich sestfihovych forem estrogenniho receptora alfa v bunéénych
liniich karcinomu prsu

Predkladana diplomova price se zabyva védecky velice zajimavou a medicinsky velmi
aktudlni tématikou. Jedna se o studium viivu sestfihovych forem ER na chovéni nadorovych
bundk karcinomu prsu. Ukolem prace bylo pfipravit modelové systémy, které by umoZnily
podrobné studium vyznamu nejlastéji se vyskytujici sestithoveé varjanty ER.

Hlavni pozitiva diplomové prace

Téma diplomové prace bylo zvoleno vhodné nebot fedi problematiku, kterda mize
pfispét k odhaleni molekularnich mechanismi resistence nadorovych klond vuéi hormonalni
terapil.

Uvod je velmi pékné koncipovdn jak obsahové tak formélng. Predklada piehledny
ndhled na studovanou problematiku sestfihovych mechanismil obecné 1 specificky stav poznani
v oblasti ER. Velmi kratce je zminéna i situace v CR s ohledem na incidenci, mortalitu a
lé¢ebné moZnosti u karcinomu prsu.

Cile jsou jasné stanoveny a predstavuji fedéni védecky hodnomého problému.

7 metodického hlediska je prace na vysoké drovmi a vyuZivd moderni metodiky
bunééné biologie a genetiky, jmenovité napf.: analyzu genomové DNA pomoci PCR, restrikéni
analyzy a sekvenace, hodnoceni hladin transkiripti pomoci semikvantitativni RT-PCR a
kvantitativni PCR s vyuzitimi fady kontrolnich gent, sledovdni hladin proteint pomoci
imunoblotingu. Bunééné manipulace zahrovaly konstrukci shRNA k umléeni transkripce,
naklonovéani expresniho insertu ER a transfekci bungk timto vektorem, selekei bunéénych
klont a hodnoceni zdkladnich bun&fnych funkei pomoci real-time analyzy na pfistroji
xCELLigence.

Vysledkova ¢ast s bohatym grafickym doprovodem ukazuje, Ze autor udélal velky kus
prace. Statistické zpracovani vysledku a jejich prezentace jsou na vysoké trovni. Studie pusobi
velmi harmonicky a je peélivé vypracovand. Zdrovei poskytuje dostatek podnéth k diskusi a
zamy$leni nad moZnymi interpretacemi vysledkd.

Mezi hlavni vysiedky prace patii:
1/ charakterizace sestiihovych variant ER v modelovych liniich MCF-7.
2/ Priprava konstruktu sestfihové varianty ERdel7 a klon bunék MDA-MB-231 prokazatelné
exprimujicich tuto vanantu.
3/ Vytvoreni konstruktu obsahujiciho shRNA proti ERdel7 — podaiilo se pfipravit jeden klon
MCF-7 se sniZenou expresi ERdel7 o cca 50%.
4/ Zakladn{ analyza rastovych kiivek klonfl vytvofenych ad 2 a 3 ve srovndni s kontrolnimi
liniemi. Studium vlivu pfidavku estradiolu a tamoxifenu na ristové kiivky.

Diskuse vysledkd je vedena vécné a dobfe reflektuje ziskané vysledky.



Kritické pfipominky a otdzky k vlastni praci.

1/ Drobné pieklepy a nejasnosti:

- str. 19: zkratka ERE neni pfi prvnim pouziti definovéana (na rozdil od ostatnich zkratek)

- str. 27, tadek 5 odspoda: k ¢emu se vztahuje Obr.X ?

- str. 30, druhy odstavec: Cilem této prace bylo navrZeni systému pro ...

- kapitela 3.1: zde je patrné nejednotné pouZivéani Ceského i anglického zplisobu psani
desetinnych mist (Carka vs. tetka)

- metody obecné: pfi uvadéni vyrobee by bylo vhodné uvést 1 mésto a zemi sidla vyrobee

- str. 34, fadek 12: Vysledna DNA byla kvantifikovéana. ..

- sir. 39, ptedposledni fadek: Roztok 4 ...

- str. 40, fadek 4 odspoda: zkratka RT-PCR zde neni vysvétlena

- tabulka 1: u nékterych primerd chybi specifikace F a R

- tabulka 2, nadpis: ... normalizovana na expresi...

- gely na obr 18 a 23 posirddaji "self-explanatory” popis kominki jako je tomu u ostatnich
fotek geld

- str. 62, konec prvniho odstavee: ... expresi wt ER-a ...

Otazky:

2/ ¥V popisu qPCR (kapitola 3.4) piSete, Ze jste pouZil definované mnoZstvi cDNA. Jak jste
méfil koncentraci cDNA? V metodich to neni uvedeno. Pokud se jednd o pfepodet pies ivodni
mnozstvi RNA pro cDNA syntézu jak byla kontrolovana udinnost této syntézy?

3/ Jakym zplsobern byly &istény oligonukleotidy pouzité pro komstrukei shRNA (kapitola
3.12)?

4/ Jak si vysvétlujete to, Ze klon 7 MDA-MB-231 obsahujici prokazatelné ERdel7 konstrukt
(Obr. 19) nevykazoval genovou expresi (Obr. 20)? Je to pii transfekcich Casty jev?

5/ Jak dopadly imunobloty kontrolniho proteinu aktinu (viz. kapitola 3.15) k obraziim 22 a
277 Obecné vzato obrazek 27 neposkytuje pFilis jasnou informaci o situaci v klonech MCF-7.

6/ Jaka je koncentrace estradiolu v 5% séru a jak koresponduje s pouZitou koncentraci v 5%
séru suplementovaném 10-* M E2 vs. v 15% séru samotném (Obr 31)?

Vyse uvedené otazicy slouZi k rozsifeni obzoru a nijak nesaizuji vysokou kvalitu prace,
Diplomové priace Be. Lhoty podle mého nézoru zcela splnila sviéj idel, protoZe autor

prokazal schopnost védecké price na pomérné sloZitém tématu a osvojil si velky podet
metod.

Z vyse uvedenych divodi doporuduji predloZenou prici k ebhajobé.
/
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