Oponentsky posudek na magisterskou praci:

Bc. Lenka Vagnerova ,Vyuziti testu CAM pro charakterizaci a studium invazivnich

vlastnosti rakovinnych bunék®.

Hodnoceni vysledkl z hlediska tvirciho pfinosu

Prace je zamé&fena na vypracovani metodiky pro testovani invazivnich vlastnosti nadorovych bunék na
chorioalantoidni membrané kufecich embryi (CAM test). Autorka ale pojala tento uUkol z SirSiho
hlediska, takze ze zdanlivé jednoduché metodické prace vznikla zajimava a pfinosna studie
mechanismli metastazovani nadorovych bunék s vyuzitim originalniho experimentalniho modelu
kufecich bunék transformovanych onkogenem v-src. Autorka prokazala vynikajici manualni zruénost,
protoze bezpeéné zvladla naro€né manipulace s kufecim embryem, ale i stejné vynikajici tvarci
schopnosti navrzenim vhodnych experiment( a interpretaci ziskanych dat. Metodicky plné etablovala
CAM test pro rutinni testovani nadorovych bunék v podminkach Skolici laboratofe a na modelu
nadorovych linii, neinvazivni linie 1259 a jeji invazivni varianty 5967, jednoznacné prokézala ulohu
genu ISL1, PROM1, ARNT2 v potenciaci metastazovaci kapacity bunék. DulezZité je, Ze jeji prace
vytvofila predpoklady pro UspéSné funkéni testovani dalSich kandidatnich gen( uplatiujicich se
v procesu malignizace nadorové buriky. Kvalita této diplomové prace samoziejmé odrazi vynikaji
mysSlenkové a metodické zazemi skolici laboratore, ale je predev§im dokladem pile, tvaréi aktivity a
hlubokého zajmu autorky o studovanou problematiku.

Formalni kvalita predlozeného spisu

Po formalni strance odpovida rozsah, ¢lenéni, dokumentace provedenych experiment( pozadovanym
standartlm.

Hodnoceni Casti predkladaného spisu

1. Literarni pfehled

Autorka uvadi studovanou problematiku fundovanym prehledem soucasnych znalosti jak v oblasti
metodickych pfistupl k vyuziti CAM testu v nadorovém vyzkumu, tak i v oblasti mechanismu
nadorového zvratu buriky, zejména pak molekularnich mechanism( uplatriujicich se v regulaci
bunééné homeostazy, které mohou vést ke vzniku nadoru. Z obrovského mnozstvi literatury, ktera je
v tomto oboru v soucasné dobé dostupna, si dokazala vybrat podstatné prace a napsat Ctivy
informativni literarni pfehled. Vychazela ze studia asi 140 experimetalnich praci, pfehled je doplnén
dvéma nazornymi schématy.

2. Material a metodika

Metodicky je prace velmi naro€na, predpokladala zvladnuti metodik na urovni manupilace s kufecim
embryem, pres tkanoveé kultivace po molekularni techniky od izolace DNA, RNA, klonovani gent, PCR
technik po sekvenovani DNA. Metody jsou detailné popsany, stejné tak puvod experimentalniho
materidlu jako jsou bunécné linie, ptaci linie, az po pouzivané chemikalie, protilatky a klonovaci
vektory, je uvedno i schematické vyobrazeni pouzitych vektor(.

3. Vysledky

Vysledky jsou dokumentovany 3 schématy, 46 fotografiemi a 5 grafy. Z tohoto mnozstvi obrazové
dokumentace si Ize také udélat pfedstavu o rozsahu vykonané prace.VeSkera obrazova dokumentace
je peclivé zpracovana a mulze byt pouzita i pro publikaci. Vysledky jsou jasné a prehledné
komentovany, obrazova dokumentace potvrzuje vyvozované zavery.



4. Diskuse

V diskusi se autorka zaméfila na oblasti, které jsou zasadni pro studium nadorovyvh bunék, tj vysledky
CAM testu a zejména pak na ulohu vytipovanych gend v modulaci malignich vlastnosti bunék.
Prokazala, Ze je schopna kriticky posuzovat ziskana data a v konfrontaci s literarnimi daji formulovat
pracovni hypotézy. Prokazala, Ze uspésné pronikla do studované problematiky a bude schopna se
tvarcim zpusobem podilet na dalSim vyzkumu v této oblasti.

DilCi pfipominky a otazky do diskuse

1) pfipominky k formalni strance prace:

- misto terminu ,zaklonovani“ (napf. na str. 24, 31, 36, ale i na jinych mistech), byl doporucoval
pouzivat klonovani

- misto ,retroviralnim* (str. 37) je Iépe pouZit retrovirovym

- misto ,,100x fedéné antibiotikum G 418° (str. 38), je Iépe udat koncentraci v ug/ml média

- mluvime-li o virovych proteinech gag, pol, env, pouziva se velkych pismen Gag, Pol, Env (str. 37)

- pokud je v textu citovana prace, je nutno dodrzovat jednotné schéma a uvadét kromé jména takeé rok,
nikoliv pouze (Cermak et al.) — str. 25, (Plachy et al.) —str. 37, alei jinde v textu

- na str. 53, v prvnim odstavci pod Obr.14 je uvedeno... buriky 1259-ARNT2-FLAG...proliferuji pomaleji
nez 1259-ARNT2-FLAG, ma byt asi 1259-ARNT2 (bez FLAG)

- v diskusi na str. 71, zfejmé pfi pfepisovani zUstal odstavec ,Podobné 1259-HOXA11..“ (5. odstavec
odshora), ktery mél byt vypustén, protoze nezapada do kontextu a navic je znovu uveden na dalSi
strané (72) jako prvni odstavec odshora

2) Odstavec 5.5.2 Pocitani bunék a sestaveni rlstové kfivky (str. 44). Je zde uvedeno, Ze buriky byly
pocitany kazdy 3. den a opét znovu vysévany ve stejné denzité. Uvedeny postup je nejasny, obvykle
se vyséva na sérii misek (jamek) standartni mnozstvi bunék a jejich narust je pocitan v pravidelnych
intervalech — aniz by bunky v prlibéhu pokusu byly znovu vysévany. Grafy uvedené na str 52 a 53 by
takovémuto postupu odpovidaly. MiZe autorka upfesnit pouzitou metodiku?

3) V grafu €. 14 na str. 53 by bylo vhodné uvadét také kontrolni burfky transfekované GFP nebo
prazdnym vektorem pSVCF, presto, Ze dynamika rUstu takovychto bunék je uvedena
v predchazejicim grafu. Jedna se o novy experiment a zasluhou moznych zménénych kultivaénich
podminek muze byt zménéna i dynamika rlstu bunék, ne mozna zasadné, ale zvysi to vérohodnost i
nazornost presentovanych vysledka.

4) V prvnim odstavci na str. 52 je uvedeno, Ze , ...u bunék 5967 doslo k vyraznému zpomaleni ristu
bunék....coz bylo pravdépodobné zplsobeno spontanni selekci pomaleji rostoucich klond“. Lze si
predstavit spontanni selekci rychleji rostoucich bunéénych klond, které prerostou vychozi populaci.
Zde uvedeny mechnismus selekce se nezda pravdépodobny, ma autorka néjaké alternativni
vysvétleni pro zpomaleny rust 5967 bunék?

5) U Obr. €. 15 a Obr. €. 16 (str 54 a 56) jsou vysledky genové exprese u studovanych bunéénych linii
uvedeny vzdy v paralele. MUze autorka upfesnit pro¢ tomu tak je?

6) ,Toxicita® FLAG v konstruktech s HOXA11, ARNT2, PROMI1, ISL1 je pfekvapiva. Je mozné, ze je

to specifické jenom pro testovanou linii 1259. ZkouSela autorka vnasSet jiné konstrukty s FLAG
epitopem do téchto bunék? Uvazuje o eventuelnim pouziti jinych epitop(, paklize ano, kterych.

MVDr. Josef Geryk, CSc. V Praze dne 9.9.2011



