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Cile prace

Hlavnim cilem pfedkladané prace bylo zjistit pfitomnost mutaci ve vybranych genech
primarnich nadort pankreatu. Dil¢imi cili byly:

1) in silico analyza pomoci genomovych databazi za i¢elem stanoveni nejcastéji mutovanych
proteind.

2) optimalizace izolace DNA, PCR a vlastni sekvenace

3) detekce mutaci a vyhodnoceni sekvenaci genit KRAS, TP53, CDKN2A a SMAD4

4) vyhodnoceni expresnich profili proteinti K-Ras, p53, p16 a Smad4

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 70 stran textu + 10 stran citaci

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Literarni piehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napséan srozumitelné? ANO
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO
Jsou pouzité literarni zdroje dostateéné a jsou v praci spravné citovany? ANO

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? =~ ANO

Kolik metod bylo pouzito? In silico analyza, izolace DNA, PCR, SDS PAGE a western
blot

Jsou metody srozumiteln¢ popsany? ANO

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO
Je dokumentace vysledkii dostacujici? ANO
Postacuje mnozstvi experimenti k ziskani odpovédi na zadané otazky? ANO

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny né&jaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :




Jsou vystizné? ANO

Formalni drover prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova urovefi):

Obrazova a graficka uroverii prace je dobra. Vytknul bych jen pouzivani zkracovace
webovych adres. V jednom ptipadé mi odkaz viibec nefungoval. V ptipad€ ¢teni tiSténé verze
diplomové prace se z takto zkracenych odkazii nepozna, ze kterého portalu data pochéazeji.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Predkladana prace spliiuje viechny pozadavky na diplomovou praci. Studentka prokazala, ze
se orientuje v literatufe, genomovych databazich a nasledné ovladla praktickou ¢ast i s
analyzou a diskuzi. V samotné praci byla schopna definovat cile, které nasledné splnila.
Samotna problematika analyzy mutaci v rakoving€ pankreatu je velice zajimava a jeji budouci
navrhované propojeni se studiem metabolizmu by mohlo pfinést vyznamné vysledky pro
diagno6zu a 1é¢bu tohoto zakefného onemocnéni. Praci tedy doporucuji k prijeti a dalSimu
fizeni.

Otazky a pripominky oponenta:

1) V metodach studentka ve zkratce popisuje zptisob, jakym se izolovaly a piipravovaly
organoidy z pankreatickych nadord. Studentka sice tuto ¢ast prace manualné€ nedélala,
ale pro lepsi srozumitelnost bych doporucoval uvést cely protokol. Ctenéf by tak
ziskal piehled o pouzitych chemikaliich ¢i dobé kultivace in vitro, coz jsou faktory,
které mohou ptispivat k tvorbé dalSich mutaci.

2) Na strané &. 40 studentka piSe o zvySeni specifity produkti pomoci dalSi PCR reakce.
Pokud je mi znamo, tak PCR zvySuje pocet molekul a mize mutace i indukovat. Co
bylo tedy cilem kromé zvySeni mnozstvi samotné DNA?

3) Na strané ¢. 52 studentka uvadi citlivost sekvenace na 25%. Zajimalo by mé&, jakymi
dalsimi zpisoby by $lo zvysit citlivost sekvenace? Jedna se mi zejména o ptipad
TP53, kdy studentka dostala na gelu nékolik amplikonii a chromatogram z PCR byl
v podstaté necitelny. A nemyslim tim sekvenovani pomoci reverzniho primeru, jak je
uvedeno v praci.

4) U obrazku ¢&. 25 Analyza western blotu mi chybi standardizace. Rozumim, Ze gel
obsahuje mix tkarfiovych kultur rizného ptivodu a organoidd, tudiz se asi nehodi aktin
¢i jiné house-keeping proteiny, ale existuji metody barveni pomoci Ponceau ¢i
Coomassie blue. P¥i porovnani expresi mezi vzorky by tato standardizace méla byt
pfitomna.

5) Co je zdrojem Acetyl-CoA v K-RAS mutovanych butikach pankreatického duktalniho
adenokarcinomu? A jakym zptisobem dochazi k propojeni metabolizmu a nasledné
bunééné signalizaci, ktera vede k onkogenezi?

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zvefejnénych informaci)
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