Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Veroniky Tomkové “Expression
and regulation of the ABC transporters in tumour cells ” v ramci magisterského
studia na Prirodovédecké fakulté UK

Diplomova préce Bc. Veroniky Tomkové se zabyvd charakterizaci zmén v expresi vSech 49 dosud
znamych ABC transporter(i mezi klasickou modelovou linii nddoru prsu MCF7 a z ni autorkou odvozené
linie tam5R, ktera je rezistentni k indukci apoptézy plsobenim 5 M tamoxifenu.

Navzdory intenzivnimu vyzkumu na poli nddorové biologie stale neni k dispozici efektivni |écba
nadorovych onemocnéni, nadory prsu, nejéastéjsi nadorové onemocnéni u zen v CR nevyjimaje. Kli¢em
k Uspésné terapii je pochopeni molekularnich zmén, které vedou k preméné normalnich bunék v buriky
nadorové. Ztohoto hlediska je téma predkladané diplomové prace velmi aktudlni a klade si za cil
doplnéni dosavadnich znalosti o zjiSténi, které ABC transportery se uplatiuji v rezistenci k béziné
uzivanému terapeutiku tamoxifenu u bunék nadorl prsd. Studie tohoto typu jsou dobrym odrazovym
mustkem pro hledani novych moznosti diagnostiky i terapie prislusnych nadorda.

Formalni kvalita predloZené prace

Diplomova prace ma 95 stran plus 17 stran Supplementu, ktery obsahuje informace a data, ktera
autorka nepovaZovala za zdsadni uvadét jako soucdst vlastni diplomové prace, napf. sekvence pouZitych
primerld nebo vysledky analyz exprese ABC transporterl, kde nebyl detekovan signifikantni rozdil
v expresi. Prace je po formalni strance zpracovana dobie, drobné formalni nedostatky (viz dale) se
vyskytuji, avSak nenarusuji nikterak vnimani védecké kvality prace a véfim, Ze by byly odhaleny a
odstranény, kdyby autorka provedla jesté jednu kontrolu textu zaméfenou timto smérem.

Jazyk

Prace je psana solidni, srozumitelnou angli¢tinou, preklepy se vyskytuji vyjimeéné. Nékterd vyjadreni
jsou vsak nepresna a zaslouzZila vylepsit (napf. , The load is normalized to B-actin®, Fig. 21B, strana 53).
Déle by bylo vhodné dodrzovat standartni zplisob psani Cislic a jednotek, to znamena s mezerou mezi
¢islem a jednotkou. TéZ by bylo vhodnéjsi pouZivat termin ,tamoxifen-resistant” (s pomlc¢kou) misto
,tamoxifen resistant” (bez pomicky).

Hodnoceni jednotlivych ¢asti diplomové prace

1) Literarni uvod
Literarni Uvod ma 29 stran a obsahuje 16 obrazk( a 1 tabulku. V ramci literarniho prehledu seznamuje
autorka ¢tenare prehlednym zplsobem se zakladnimi fakty o nadoru prsu, jejich klasifikaci a zpUsoby
terapie. Blize se vénuje mechanismu plsobeni tamoxifenu a shrnuje dosud zndma fakta o moznych

pric¢inach rezistence bunék nadoru prsu k tamoxifenu. Jedna podkapitola literarniho dvodu je vénovana
ABC transporterdm, jejich strukture, funkci a Uloze v nadorové rezistenci.



2) Cile prdce
Cile prace jsou jasné shrnuty do ¢tyf navazujicich bodl, pocinaje ustavenim experimentalniho modelu,
t.j. tamoxifen-rezistentni linie tam5R odvozenim od linie MCF7, pres verifikaci jejiho tamoxifen-
rezistentniho fenotypu, analyzu zmén v expresi vsech 49 ABC transporterd na urovni mRNA aZ po
ovéreni ziskanych dat na drovni proteinu pomoci metody western blot.

3) Metody
Metody pouZité v této diplomové praci zahrnuji praci s tkanovymi kulturami, izolaci RNA, nékolik typu
PCR v redlném case, vCetné ,state of the art” technik jako jsou Fluidigm PCR a NuPCR, a metodu
Western blot. Drobnou vyhradu mam k tabulkdm na stranach 45, 46 a 48, u kterych chybi jakakoliv
legenda, a krom tabulky ze strany 46 chybi v i textu jakykoliv odkaz ¢i informace, ¢eho se tabulky tykaji,
ackoliv dané problematiky alespon trochu znaly ¢tendr si toto je schopen domyslet.

4) Vysledky

Vysledky maji 23 stran, obsahuji 16 obrazk( a 1 tabulku. Kvalita prezentovanych vysledkl je velmi dobra
a svédci o dobrém zvlddnuti metod. Na tomto misté bych rada vyzdvihla zejména kombinaci nékolika
rGznych metod, které autorka pouZila, aby dokazala vérohodné na uUrovni mRNA stanovit zmény
v expresi vSech 49 ABC transporter( a naplnila tak beze zbytku cile své diplomové prace. Drobnou vadou
na krase z(stava, Ze se nepodafilo ovéfit na Urovni proteinu veskeré odhalené zmény v expresi ABC
transporterd mezi tamoxifen-senzitivni a tamoxifen-rezistentni linii, jak bylo pravdépodobné plvodné
zamysleno. Dlvody jsou vsak fadné vysvétleny a z vlastni zkuSenosti mohu potvrdit, Ze detekce ABC
transporter( na Urovni proteinu je narocnym ukolem i pro experimentatora velmi zkuseného, mimo jiné
i z divodu obtiznosti nalezeni fungujicich protilatek, jak autorka téz uvadi.

K vysledkové Casti diplomové prace mam nasledujici drobné vyhrady.

eV obrazku Fig. 20B chybi odchylky u datové rfady CTRL a téz ¢ast legendy chybi.

e Byva zvykem uvadét smérodatné odchylky jednotnym zplsobem. V nékterych grafech jsou
smérodatné odchylky uvedeny formou S.E.M, v jinych S.D., u nékterych grafli (Fig. 28 a Fig. 30)
informace o tom, co chybové Usecky v grafu zndzornuji, dokonce chybi tuplné.

e Nezvykle plsobi u nékterych obrazk( slozenych z vice grafl rozdéleni obrazku a legendy na
nékolik nezdvislych ¢asti oznafenych Cislem obrazku plus A, B, ..., zejména kdyZ ndsleduje
celkem dlouhd legenda, kterd je, az na par slov, obvykle nazev genu, celd zopakovana, napfr.
Fig.21A a Fig21B, Fig. 25A — Fig25C, Fig.30 A-F.) Bylo by vhodnéjsi c¢asti jednoho obrazku bud
usporadat tak, aby legenda byla spolecna, nebo obrazek rozdélit na vice samostatné Cislovanych
obrdazku. Dale bych analogicky k tabulce 3 na strané 71 doporucovala doplnit kapitolu Vysledky
jesté jednou tabulkou, sumarizujici zmény exprese ABC transporterd na urovni mRNA ziskané
pomoci vsech pouZzitych metod.

5) Diskuse
Diskuse je pomérné obsahla, ma 9 stran a autorka v ni davd své vysledky do kontextu se soucasnym
stavem poznani studované problematiky. Autorka diskuzi doklada, Ze je schopna nejen ziskat kvalitni



vysledky, ale téZ je kriticky zhodnotit. V zavéru diskuze autorka naznacuje planovany smér dalSiho
vyzkumu dané problematiky.

6) Zavéry

V této kapitole autorka struc¢né shrnuje dosazené vysledky, které koresponduji s vytyéenymi cili

diplomové prace.

7) Bibliografie
Prace obsahuje 139 citaci na pfevazné puvodni védecké prace, véetné praci a 3 odkazy na webové

stranky. VSechny citace jsou uvedené spravné.

Dalsi pfipominky a otazky:

1)

2)

3)

4)

5)

Je 5uM koncentrace tamoxifenu, pouzitd pro vytvoreni tamoxifen-rezistentni linie v této
diplomové praci, klinicky relevantni? V jaké koncentraci se tamoxifen vyskytuje v lidském téle
pfi terapii?

Jaké dal$i mechanismy rezistence k tamoxifenu jsou pravdépodobné v experimentdlnim modelu
pouZitém v této diplomové praci? Lze ocekdvat i zapojeni jinych typU transporter(, napfr.
transporter( rodiny SLC (solute carrier transporters) v studovaném fenoménu?

Jaké je potencialni vyuZiti autorkou ziskanych vysledkd v onkologii? Jaké jsou moznosti ovlivnéni
exprese a aktivity ABC transporterd u pacientl za uUcelem zvySeni jejich sensitivity k [écbé
tamoxifenem, pfip., jinymi chemoterapeutiky?

Nesouhlasim s tvrzenim v kap. IV.1.1, Ze metodikou barveni krystalovou violeti, popsanou v kap.
lll.3., je moZné stanovit bunécnou viabilitu. V dalSim textu uZ autorka spravné pracuje
s terminem ,pocet prezivSich bunék”. Jaké metody by bylo moino pouzit pro stanoveni
viability?

V rdmci 100%niho naplnéni ocekdvani ¢tenare po precteni nazvu prace bych doporucovala pro
ucely pripadnych dalSich prezentaci dat z této diplomové prace upresnit nazev na , Expression
and regulation of the ABC transporters in tamoxifen-resistant breast tumour cells”.

Celkové hodnoceni diplomové prace

Diplomova prace Veroniky Tomkové je velmi zdafild a precetla jsem si ji s chuti. Autorka splnila veskeré

vytycené cile. Prokazala, Ze je schopna nastudovat védeckou literaturu, je schopna o dané problematice

premyslet, naplanovat a provést vlastni experimenty a na jejich zdkladé vyvodit pfislusné zavéry.

Diplomovou praci Veroniky Tomkové mohu s klidnym svédomim doporucit k obhajobé. Preji autorce

Uspésnou obhajobu a mnoho dalSich Uspéchd.

V Praze dne 3.6.2015 RNDr. Vlasta Némcova, Ph.D.



