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Nazev prace: Urceni tlohy protein kinazy C a v améboidni invazivité nadorovych bunék

Piedlozena diplomova prace se zabyva zkoumanim role protein kinazy C a (PKC a)
Vv regulaci améboidni invazivity nddorovych bunék a pfimo navazuje na predchozi vysledky
ziskané na pracovisti skolitele pii studiu migrace nadorovych bunck. Vysledky naznacuji, ze
se PKC a podili na ptechodu bunék mezi améboidnim a mezenchymélnim invazivnim stavem
areguluje jej. Prace je sepsana v anglickém jazyce.

Zpohledu formalniho lze ptedlozené praci vytknout jen velmi malo; text je
srozumitelny, ptehledné ¢lenény, bez jazykovych chyb, obrazky jasné dokladaji diskutované
skute¢nosti. Na tivod zaujme naznak trojjazy¢nosti (nazev v ¢eském jazyce, abstrakt v jazyce
slovenském). Z drobnych detaili, které forméln¢ zasluhuji vytku bych zminil citovany
zdroj obrazku 4.17, str. 45, Szabadosova (2011), kterazto citace vSak chybi v seznamu
literatury. V obrazku 7.13, str. 89, chybi popisky sloupct (typy barveni) a ¢tenaf se musi
slozité orientovat podle textu a podle obrazku 7.15.

Z hlediska experimenta a jejich realizace mam nékolik poznamek:

Experimenty v kapitole 7.1 ukazujici nezménénou hladinu celkového proteinu PKC a a jeho
formy fosforylované na Thr497. Tyto navazuji na pfedchozi nezavislé zjisténi, ze mnozstvi
formy fosforylované na Ser657 po AMT prechodu vyznamné pokleslo. Povazoval bych za
vyznamné potvrdit rozdil v mnozstvi formy fosforylované na Ser657 kontroln€ i v tomto
pokusu. Hodila by se k ucelu kvalitativni i kvantitativni analyzy fosforyla¢niho stavu PKC a
hmotnostni spektrometrie?

Prace je zvelké c¢asti zalozena na pouziti chemického aktivatoru (PMA) a represoru
(G66976), které jsou povazovany za ,,dostatecné* specifické pro PKC a. Je to odivodnéno
tvrzenim, ze ,,...proteomic analysis did not show any changes in other PKC isoforms than
PKCa ... (str. 72), které ale neni nikterak dolozené, napf. citaci. Dalsi vedlejsi efekty téchto
chemikalii v buiikach nelze podle mého soudu vyloucit.

V castech prace, kde je vyuzivana siRNA proti PKC a je jako negativni kontrola pouZivano
samotnych transfekénich reagens (,,MOCK control*). Jak dokladaji vysledky v kapitolach 7.6
a 7.8, jejich efekt je nezanedbatelny. Tato kontrola by méla byt jesté rozsifena o ptipadny
nespecificky efekt pfidani nerelevantni siRNA (napf. proti genu, ktery se v daném bunééném
typu neexprimuje nebo tzv. ,,scrambled* oligonukleotidu).

Experimentovano je pouze s bunéénymi liniemi a pouze za podminek in vitro. Jak sama
autorka zminuje, je otazkou, nakolik je amoeboidni pohyb relevantni in vivo (str. 31; Sabeh et
al). Do budoucna bude tedy tieba vyrazné rozsifit jak spektrum experimentalnich pfistupti, tak
pouzitych bunéénych modelii, aby bylo mozné potvrdit obecnou platnost zde publikovanych
zjisténi.



Piedkladatelka prokazala Siroky piehled o daném tématu, schopnost srozmyslem
planovat experimentalni praci i pouzivat pokrocilé techniky molekularni biologie, nasledné
vyhodnocovat ziskané vysledky a zapojovat je do kontextu soucasnych znalosti v oboru.
Jakkoliv musi byt popsana zjisténi stale chapana jako pilotni a bude je tieba doplnit dalsimi
experimenty, piedlozené dikazy jsou silnym argumentem pro dalsi detailni zkoumani role
protein kindzy C a V migraci a invazivité¢ bun¢k. Pfedlozend prace obsahuje na zavér také
navrh experimentl pro feseni nezodpovézenych a nove nastolenych otdzek. Domnivam se, Ze
generovani dalSich otazek je znakem dobie zvolené¢ho tématu a jejich formulace znakem
dobrého badatele.

Prace tedy dle mého nazoru spliuje pozadavky na diplomovou praci a proto
navrhuiji jeji prijeti.
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