Oponentsky posudek na dizertaci mgr B. Fafilka 13.12.2012

PhD prace s nazvem “Adjusting WNT signaling — new regulatory mechanisms of the Wnt pathway” je
sepsana v angil¢tiné. Obsahuje 160 stran textu obsahujici Uvod, cile, vysledky, diskusi, a dalsi
pridatné pasaze. Prestoze v béhu ménicich se styl(, obrazkd, vioZzenych pfiloh a publikaci plsobi
lehce kostrbaté, vie podstatné tam je a neni pro mé problém se orientovat a nalézt vSe potiebné.

PhD prace Mgr Fafilka je postavena na ¢lanku Fafilek et al 2012 s nazvem ,Troy, a Tumor Necrosis
Factor Receptor Family Member, Interacts With Lgr5 to Imhibit Wnt Signaling in Intestinal Stem
Cells.“ . V dal3ich tfech pracich je autor soucasti tymu. Skolitelem prace je Dr. Vladimir Kofinek z UMG
AV CR v Praze, ktery je mezinarodné uznavanym odbornikem v oblasti Wnt signailzace.

Obsahem objevné ¢innosti kandidata je popis funkce deregulovaného proteinu Troy - homologu TNF,
cile signalizace Wnt, jeZ se Ucastni homeostazy intestinalniho epitelu a jeZ hraje roli ve vyvoji tumort
stfeva. Troy je vyznamné nadprodukovany v tumorech streva, interaguje s G proteinem LGR, a
negativné reguluje signalni kaskadu (R-spondinu) Wnt v epitelialnich kmenovych burikach.

1) Nasledné komentare a odpovédi na specifické otazky by mély byt v prezentaci zminény.

Pfizndvam, Ze trochu reflektuji i moje vlastni neznalosti, jeZz bych rad odstranil.

Cast ChlPonchip: Vazba TCF4 k DNA v oblasti TROY byla potvrzena metodou ChIPonchip u 960 genti —
neni zcela dohledatelné zda byla data potvrzena nezavisle ChIP metodou? Je vazba TCF4 k DNA

v oblasti vazebnych mist pro TCF4 (pfima interakce)? Existuji take vazebna mista pro TCF4 v oblasti
Troy, jez nejsou obsazena a zda existuji oblasti, kde je vazba TCF4 detekovana, bez pfitomnosti
vazebnych mist TCF4 9neptima vazba k DNA)? Vazba TCF4 byla detekovana u lidskych linii CRC

s deleci APC a s onkogenni mutaci b-cateninu. Dochazi k vazbé b-cateninu k oblastem vazby k TCF4?
Existuji vazebna mista, kde nedochazi k prekryvu b-cateninu a TCF-4?

Cast mysich a lidskych intestinalnich tumord. Troy je nadprodukovén v mysich CRC, Je popisovan
vliv transkripce TROY u lidskych CRC — nutno vSak poznamenat, Ze byla studovdana spiSe exprese na
MRNA Urovni. U lidskych tumori je exprese TROY bez pozoruhodnych zmén u 35 polyp(. Je nutné se
vsak ptat, kdo byli nositelé onéch 35 polypl? O jakou skupinu pacientl se jednalo — zda presto
neexistuje skupina pacientu, le¢ mal3, s deregulaci TROY, tfeba jen v ojedinélych ostrdvcich tumoru?
Existuji lidské homology TROY? Pokud neni exprese regulovana u lidskych CRC, je otazka, zdali se

v téchto polypech TCF4 vaZe na vazebna mista a zdali je eventuelné mozné zjistit, zda nedochazi

k postranskripcni inhibici TROY mRNA néjakym alternativnim onkogennim mechanizmem (miRNA?).

Interakce Troy a Lgr5. Jaky je odhad zapojeni obou proteint do interakce a jaka byla pGvodni
predstava experimentator(i? Existuje pozitivni kontrola pro Lgr5 ¢i Troy ve smyslu interakcnich studii.
Interakce je prokazana na Urovni nadprodukovanych protein(i, nicméné, mlze u primarnich
nadorovych bunék ¢i CRC linii (lidskych ¢i mysich), (odhlédnéme timto od bunék odnatych Henrieté
Lacksové z krcku délohy), dochazet k porucham v interakci Lgr5 a Troy?



Cast, kde Troy negativné reguluje signalni kaskadu (R-spondinu) Wnt v epitelidlnich kmenovych
burnikach. Troy inhibuje Wnt signaling: jakym mechnaizmem?

Diskuse: heterogenita exprese TROY v tumoru mUze byt ddleZita. Existuji zplsoby, jak v lidskych CRC
rozpoznat fenotyp bunék - napf. proliferativni status Ki67 v krevnich malignitach, ¢i dalSi parametry?
signalizaci Wnt? Lze vyuZit model genetické inaktivace Troy pro dal$i experimenty stran vyvoje CRC?

2) Otdzky, jez by mély byt po prezentaci dat diskutovany kandidatem:

Jak nahlizi kandidat na roli Troy v lidskych CRC? Onkogenem ¢i Tumor supresorem v lidskych CRC?

Jaka je role interakce Troy a Lgr5 v patogenezi CRC?

Zavér oponenta: jedna se o spravné vedené PhD studium ukoncené smysluplnou publikaci
s mezindrodnim ohlasem. Oponent nema zadnych vyhrad, povazuje kandidata za odbornika ve
studované oblasti a hodnoti vysledek PhD studia kladné.
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