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Piedlozena disertaéni prace je prevazné metodickou praci, ktera se zabyva moznostmi
studia alternativnich sestfihovych variant (ASV) gent vznikajicich v rdmci genové exprese.
Piedmétem prace je navrhnout a optimalizovat postup pro komplexni identifikaci a
kvantifikaci fyziologicky se vyskytujicich ASV genu BRCAI, ktery by byl poté jednoduse
aplikovatelny na studium obdobnych genii a pouzitelny v ramci studia biologického materialu
b&Zné vyuzivaného v ramci biomedicinského vyzkumu nadorovych onemocnéni. Vysledky by
nasledné mély slouzit pro jednodussi identifikaci patologickych variant. Téma prace povazuji
za vysoce aktualni a dlouho v rémci vyzkumu genové exprese opomijené. Hlavnim diivodem
je pravé metodicka a ekonomicka naro¢nost studia.

Prace je sepsana piehledn& a srozumitelng, jednotlivé Casti na sebe logicky navazuji.
Pfipojena je fada kvalitné zpracovanych obrazki a tabulek, které jsou dostatecn€ popsany.
Formaln& bych vytkla jen ob¢asné pieklepy a chyby hlavné v posledni tfetin¢ prace a

v

nesmyslné p hodnoty uvedené v tabulce 10 (,,0% ¢i ,,0,0000%).

Literarni piehled je kvalitni, aktualni, a pfinasi dostatek informaci pro nasledujici
¢teni. Nejprve se podrobné vénuje popisu mechanismu sestfihu mRNA molekul v prub¢hu
transkripce a jednotlivym mechanismim uplatiiujicim se v alternativnim sesttihu. Nasledné se
zabyvéa popisem genu BRCAI, jeho proteinovou strukturu a fyziologickou funkei. Posledni
&ast je vyctem doposud identifikovanych sestiihovych variant genu BRCA/ (vEetné variant Jiz
diive identifikovanych a popsanych na pracovisti Ustav biochemie a experimentalni
onkologie) a zmifiuje i jejich mozny vyznam v karcinogenezi. Cile préce jsou sepsany jasné a
srozumitelné. Metodicka i vysledkova ¢ast je velmi obsahld, zahrnuje fadu metodik, které jsou
podrobné popsany a vysledky nésledné spravné prezentovany. Oceiiuji zejména zahrnuti fady
optimalizagnich kroka a metod, které se snazi v ramci optimalizace metody vyhnout faleSné
pozitivnim a negativnim vysledkiim. V diskuzi autor nejprve kriticky hodnoti navrzenou
metodiku, jeji limity a pouZitelnost v praxi, v druhé ¢asti se zabyva jiz konkrétnimi variantami
BRCA1 v kontextu s doposud znamymi informacemi.

Na autora disertace mam nasledujici otazky:

1) V praci jsou vyuzity vzorky mamérni a tukové tkané ziskané od zdravych Zen, od
nosi¢ek mutace v BRCAI a od pacientek lé¢enych pro karcinom prsu. V metodické
asti oviem chybi, zda a kym byly tkan¢ histologicky ovéfeny. Pfedevsim tkang
odebirané v ramci chirurgického odstranéni tumort, z diivodu vylouceni kontaminace
t&chto tkani nadorovymi butikami. Mohl by autor prosim toto doplnit?




2)

3)
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Pro kvantifikaci sestfihovych variant pomoci RT-qPCR bylo, podle kapitoly 4.3.5,
vybrano 9 variant, které byly predominantné exprimované ve vétsiné tkani a byl u nich
zachovan Cteci ramec (plus varianta IRIS). Z kapitoly 4.2.6 ovSem vyplyva, ze
takovych variant bylo minimalné 15. Ze stanoveni tak byly vylouc¢eny napf. v praci
zcela nové popsané varianty BRCA1 - 10a a 6q. Byla pfi vybéru uplatnéna jesté jina
kritéria?

Karcinom prsu se déli na n€kolik podtypi (luminalni, HER2, trojit¢ negativni) a
predispozice nékterych zen kurcitému podtypu karcinomu prsu je predmétem
vyzkumu fady studii (napf. u nosi¢ek mutace BRCA! je Cast¢ji diagnostikovan trojité
negativni karcinom prsu nez luminélni typ). Mélo by smyl porovnat miru exprese
studovanych variant u pacientek lécenych pro karcinom prsu na zakladé tohoto
podtypu, pokud je tato informace k dispozici?

Zavérem mohu konstatovat, ze hlavni cil prace byl splnén. Byl zaveden a optimalizovan
postup pro relativné rychlou a levnou identifikaci ASV genu rtizného typu v biologickém
materialu ruzné kvality, coz autor prace doklada i konstatovanim v zavéru prace, ze je tato
metoda v ramci Skoliciho pracovisté jiz uspésné vyuzivana. Kvalitu dosazenych vysledkt a
védeckou erudici autora dokladaji rovnéz prilozené publikace v kvalitnich zahrani¢nich
Casopisech. Z téchto divodi doporucuji predkladanou disertacni praci k obhajobé¢ a po jejim
uspés$ném obhajeni doporucuji udélit Mgr. Janu Hojnému akademicky titul Ph.D.
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