Posudek diplomové prace Katefiny Prokopové ,,Role onkogenu erbB-2 v biologii rakovinnych
kmenovych bunék*

Ve své diplomové praci se Katefina Prokopova na piikladu dvou nddorovych linii
odvozenych od karcinomu prsu zabyva problematikou pfipravy a charakterizace v posledni dobé
velmi diskutovanych nadorovych kmenovych bunék, ¢ili frakce nddorovych bunék se stigmatem
kmenovosti (bud’ odvozenym od somatickych kmenovych bunék ¢i ziskanym vlivem vnéjSiho
prostiedi). Uvod do problematiky nadorové transformace a nddorovych kmenovych bunék (CSC) je
velmi kvalitné zpracovan a seznami Ctenafe i s ko-receptorem ErbB-2(HER2), proto-onkogenem
casto amplifikovanym v nadorech prsu. Analyza vlivu exprese ErbB-2 na vlastnosti (zejména ty
souvisejici s ,,kmenovosti“ MCF-7 bunék je také jednim z cild této diplomové prace. Také Material
a metody jsou piehledné a srozumitelné¢ zpracovany. Kapitola obsahujici vlastni vysledky
diplomové prace je sice pojata pon¢kud netradiéné — zna¢na ¢ast vysledkd je jiz popsana v textech
k obrazkim, ale i tak poskytuje dostatek prostoru Kk porozuméni vysledkim. Struc¢nost ve
vysledkové casti je pak kompenzovéna v Casti diskuze, kde autorka rekapituluje a interpretuje
vysledky a konfrontuje je s publikovanymi daty a hypotézami. Dalo by se hranicné fict, Ze se spiSe
jednd o souhrnnou kapitolu vysledky a diskuze. Z vysledkli diplomové prace proztim vyplyva
nekolik zajimavych pozorovani mezi nez urcité patii zvySeni exprese n€kterych znaka prsnich CSC
Vv bunéénych sférach jako napt. CD44, ABCG2, EMT markeru vimentinu ¢i transientni zvyseni
exprese CD133 ¢i Sox2. Zajimavym je pak zvyseni exprese CD24 (Castecny rozpor s nékterymi
publikovanymi daty) a zejména pak erbB-2 mRNA (pro tento receptor trochu postradam i ovéteni
zvyseni jeho exprese in na proteinové Urovni napi. pomoci prutokové cytometrie). Druha ¢ast
diplomové prace pak analyzuje vlastnosti (mMRNA expresi nékterych znaki CSC a tumorigenicitu
v nu/nu mySich) MCF-7 bun¢k spomoci shRNA potlacenou expresi erbB-2. Data z jednoho
analyzovaného klonu jedné z testovanych shRNA naznacuji, ze exprese ABCG2, CD44 ¢i Sox2 by
mohla byt zavisla na zméné exprese erbB-2. In vivo pokusy piedstavuji zajimavou a neinvazivni
metodu analyzu nadorové proliferace v mysich modelech, avSak jsou doopravdy jen piedbézné a
tudiz neinterpretovatelné.

K diplomové praci mam nekolik spiSe uptesiujicich dotazii a pfipominek:

1. Dal8imi publikovanymi moznymi znaky CSC odvozenych z prsnich nadord jsou zvySena
exprese/aktivita enzymu ALDH1 a exprese CD61, ¢ili bylo by mozna vhodné do analyzy
CSC sfér zahrnout 1 tyto dva markery.

2. ESA/Epcam je také zjednim zpopsanych znakt CSC — viavodu o ném ale neni nic
uvedeno.

3. Kpokusim s shRNA. Vzdy je zadouci pro komparativni analyzu pouzit a/ alesponn dve
rizné shRNA proti danému genu — napi. erbB-2 a b/ pfi klondlni selekci pak analyzovat
vlastnosti alespon dvou ¢i tfech klont a to zejména z divodd mozného off-target efektu (k
bodu a/ ) a klonogenni variabilité (k bodu b/ ).

4. U klona s shRNA potlacenou expresi erbB-2 by bylo vhodné analyzovat nejen expresni, ale
1 funk¢ni potlaceni exprese tohoto receptoru — napi. pomoci analyzy fosforylace kinazy Akt.

Zavérem bych chtél konstatovat, ze piedkladand diplomova prace sle¢ny Katefiny
Prokopové je zajimava a kvalitni a jednozna¢né doporucuji jeji ptijeti k obhajobé.
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