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Zakladem predkladané prace je soubor péti publikaci, z toho tfi prvoautorskych, zabyvajicich se
zejména rliznymi aspekty molekuldrni biologie invazivity nddorovych bunék. Tento soubor je doplnén
podrobnym a kvalitné zpracovanym literarnim dvodem, ktery prehlednym a pfimérenym zplisobem
shrnuje dosavadni poznatky z této oblasti. Hlavnim pfistupem uplatnénym v prvnich tfech publikacich
bylo porovnavani bunécnych linii s rGznym invazivnim a metastatickym potencialem a studium
molekuldrnich mechanism, které jsou za rozdily v invazivité zodpovédné. Podafilo se nalézt odliSnosti
v expresi protein kinaz ROCK-1, LIMK1, PAK1 nebo membranové metaloprotedazy MT1-MMP,
doprovazené rozdily v aktivité G-protein( z rodiny Rho, dynamice aktinového cytoskeletu, pevnosti
fokalnich adhezi a dalSich parametrech. V mensim rozsahu byla téZ testovana pfima korelace mezi
akivitou konkrétnich rozdilné exprimovanych molekul a invazivitou pouzivanych nadorovych bunék.
Vysledky byly uvedeny do souvisloti s prevazujicimi zplsoby migrace a invazivitou jednotlivych linii.
Hlavnim pfinosem ¢tvrté publikace je zavedni nového modelu pro studium invazivity nddorovych bunék
v trojrozmérném prostiedi vyuZivajicim bezbunécnou praseci dermis. Tento model je fyziologicky
relevantnéjsi nez vétsina dosud pouzivanych systém( a prace ma tak znacny prakticky dopad. Soubor je
dale rozsiten o nepublikovanou prvoautorskou praci na téma regulace exprese cilovych genl p53
proteinem SNW1, ktera s invazivitou nador( souvisi spiSe okrajové. Na druhé strané vsak spolu s hlavnim
tématem prace velmi dobte zapada do SirsSiho tématického okruhu molekularni biologie nadorové
transformace a demonstruje univerzalitu a Siroky metodicky zdbér uchazece, a proto se domnivam, Ze
jeji zatazeni do souboru je plné ospravedInitelné.

Védeckou kvalitu téchto praci nejlépe doklada fakt, ze vétsina z nich jiz byla publikovana
v kvalitnich impaktovanych ¢asopisech a Uspésné tak prosla nezavislym recenznim fizenim. Prace téz
demonstruji zavedeni a zvladnuti rady Spickovych a naroénych metod a pfipravenost uchzece pro
pripadnou dalsi samostatnou védeckou drahu. Téz po formalni strance je prace velmi dobfe zpracovéna
s minimem pravopisnych ¢i gramatickych chyb a velmi prehledné ¢lenéna. Praci tedy povazuji po vSech
strankdch za velmi zdafilou.

Ma jedina krtika se tyka dle mého nazoru nevyuZitého potencialu pro dlkladnéjsi prozkoumani
korelaci mezi zménami v expresi jednotlivych protein a aktivitou signalnich drah, cytoskeletu, fokalnich
adhezi nebo s tim souvisejici invazivitou. Zde by bylo napf. velmi informativni ve vétSim méfitku
vyuzivat metod snizovani exprese individualnich gend pomoci RNA interference ke stanoveni role
jednotlivych diferencidlné exprimovanych molekul. Zbyvajici nedostatky jsou jiz spiSe formalniho
charakteru, jako napf. ponékud neprehledna diskuse na téma regulace fosforylace lehkého fetézce
myosinu na str. 25. Také by bylo vhodné doplnit popis dynamiky aktinového skeletu v lamelipodiich na



stranach 31-32 néjakym prehlednym schematem, protozZe jde o dosti komplikovany proces a ze

stavajiciho popisu nejsou funkce a pohyby aktinového skeletu v lamelipodiu zcela jasné. Ve vSech

zminénych pfipadech jde vsak o relativné drobné nedostatky, které zasadné neovliviuji vyznam ani

kvalitu ptedlozené prace.

Celkové tedy povaZuiji tuto préci za velmi dobre a na odpovidajici Urovni zpracovanou a

vyhovujici poZadavkim kladenym na disertacni prace a doporucuiji ji k pfijeti.
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Nasleduji dotazy a podnéty pro diskusi:

Zakladem pro vysledky prvni publikace byla analyza pomoci proteinové array, kterd porovnavala
expresi vybranych proteind mezi invazivni a neinvazivni variantou téhoz nadoru. Studovana
nadorova linie vyuZzivala k invazi zejména améboidni zblsob migrace, ktery je zavisly zejména na
aktivité GTPazy Rho. Mezi proteiny s expresi vyrazné zvySenou u invazivni formy byly vsak i
GTPazy Rac/cdc42, které dle literdrniho Uvodu fidi hlavné mezenchymalni typ migrace a mohou
inhibovat i funkce proteini Rho. Analyzovali jste pfipadnou funkci Rac/cdc42 v

migraci sledovanych linii nebo mate néjakou, tfeba i spekulativni hypotézu o funkci téchto
protein(i v daném procesu?

Zajimavé bylo také pozorovani zvysené fosforylace Ser370 fosfatasy PTEN. Tato fosforylace by
mohla snizovat stabilitu proteinu PTEN. Pozorovali jste zmény v celkovém mnoZstvi PTEN

ve sledovanych burikach? Je mozné, Ze regulace PTEN se néjakym zplsobem podili na zménéné
invazivité pouZzitych linii?

Byly podniknuty jakékoli pokusy o pfimé testovani korelace mezi vlastnostmi jednotlivych
bunécénych linii analyzovanych v prvnich tfech publikacich a expresi konkrétnich proteind (ROCK,
LIMK, PAK1, Rho, MT1-MMP) napf. s vyuzitim RNA interference Ci transfekce a uméle zvysené
exprese v pfislusnych invazivnich a neinvazivnich liniich? S tim souvisi i otazka, zda existuje Sance
na vyuziti inhibitord takovych proteind jako je ROCK, LIMK nebo MT1-MMP v klinické praxi? Lze
ocekavat néjaké zasadni vedlejsi Ucinky?

V Uvodu prace autor zminuje tzv. “inside-out” integrinovou signalizaci. Ta je dobfe popsana
zejména u leukocytd, kde se kromé jiného uplatfiuje pti zachycovani na sténé cévni pred
naslednou extravazaci a migraci napf. do mista probihajiciho zanétu. Je néco zndmo o
mechanismech “inside-out” signalizace u epitelidlnich bunék ¢i fibroblastl nebo nadori od nich
odvozenych? Mize se uplatinovat i pfi extravazaci nadorl neleukocytarniho ptvodu?

Posledni prace se zabyva regulaci genové exprese proteinem SNW1. Tento protein mize
regulovat i expresi gen0 dlleZitych pro invazivitu nador(. Byl tento protein zafazen do
proteinové array pouZité v prvni publikaci? Lze na zékladé vysledkl tohoto experimentu
spekulovat o jeho mozné Ucasti na mechanismech zpUsobujicich rozdilnou expresi proteind

v pouzitych nadorovych liniich?
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