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Pfedkladana diplomova préce o rozsahu 77 stran se zabyva analyzou chemorezistence k Siroce
pouzivanému lécivu 5-fluorouracilu (5-FU) u pacientd s kolorektalnim karcinomem. Pro studium
chemorezistence byl vybran set 42 pacient( s kolorektalnim karcinomem (CRC) a in vitro CRC model
(bunécna linie DLD-1), véetné rezistentnich klon( k 5-FU. Prvni ¢ast diplomové prace se soustredila na
stanoveni celého transkriptomu senzitivnich a rezistentnich bunécnych linii s cilem charakterizovat
zmény zplGsobené plsobenim 5-FU pomoci bioinformatické analyzy. Vybrané kandidatni geny, jakoZto
potenciondlni biomarkery byly nasledné ve druhé ¢asti diplomové prace analyzovdny ve vybraném setu
pacientl s kolorektalnim karcinomem.

Cilem prace bylo pfipravit knihovny z bunécnych linii se zdmérem stavit celo-transkriptomovy
profil a identifikovat a charakterizovat zmény pomoci bioinformatické analyzy. S ndslednou validaci
vybranych kandidatd u pacientl s kolorektalnim karcinomem lécenych 5-FU. Lze fici, Ze diplomova
prace k témto cilim dospéla.

Diplomova prace je strukturné prehledna, je klasicky ¢lenénd a obsahové odpovida
poZadavkim kladenym na diplomovou praci, véetné anglického abstraktu a seznamu zkratek. Prace je
¢lenéna na 7 kapitol (1. Teoreticky Gvod, 2. Cile a hypotéza prace, 3. Material a metody, 4. Vysledky, 5.
Diskuze, 6. Zavér a 7. Seznam pouf?ité literatury).

V kapitole Teoreticky Uvod autor shrnuje na 15 strankdch soucasné poznatky z odborné
literatury z recentni doby zabyvajici se problematikou kolorektdIniho karcinomu od epidemiologie po
sou¢asné moznosti lécby. Nasleduje shrnuti problematiky rezistence bunék a uvod do vyuZiti
molekularnich biomarkerd v managementu nadorovych onemocnéni. Teoreticky uvod je doplnén 9
obrazky a 1 tabulkou pomahajici orientaci a porozuméni teoretické ¢asti, zejména metabolismu 5-FU.

V kapitole Materidl a metody jsou postupné shrnuty pouZité chemikdlie, vybaveni a pfistroje.
Nasledné jsou detailné popsany metody pouZzité pro feSeni cili diplomové prace, s dlirazem na
ptipravu knihoven pro sekvenovaéni. Tato kapitola vsak obsahuje nékolik chyb, napf. Agilent DNA 6000
Nano kit (viz. Tabulka 2) neexistuje, MycoAlert Mycoplasma Detection kit je dle mych znalosti vyrdbén
firmou Lonza, nékteré nazvy vyrobcl nejsou uvedeny spravné (napf. Agilent ¢i u RStudia — Inc, USA),
pfesny model pouZivanych pfistroji bioanalyzer, fragment analyzer ¢i luminometr, i verze pouZitych
softwar(l pro analyzu. Dale preklepy jako 51% koncentraci CO; v inkubatoru pro péstovani bunécnych
kultur, nebo chemikalie QlAshredder. Tabulky ¢. 8 a ¢. 9 by bylo dle mého nazoru lepsi zafadit do
kapitoly €. 4 - Vysledky. Vy3e zminéné chyby/preklepy avsak nezamezuji komplexnimu porozuméni
pouzité metodiky, zejména ptipraven knihoven.

V kapitole 3.9 Statistickd analyza, na strané 48 se bohuZel nachdzi fakticka chyba, ale
ptedpokladdm, Ze vznikla ve spéchu. Student pise: ,Smérodatna odchylka mezi jednotlivymi pocty
cyklt amplifikace triplikatl oznacovanad jako Cycle Treshold (CT) musela byt nizs$i neZ 0,5.“ Smérodatna
odchylka neni cycle treshold (CT). To jsou dvé kompletné odli§né véci. S tim souvisi i mylné vysvétlend
zkratka CT v Seznamu zkratek v ivodu diplomové prace.

Kapitola Vysledky je primarné soustfedéna na vysledky RNA sekvenovéni a diferencialni
expresi mezi WT DLD-1 linii a jejimi rezistentnimi klony (DLD-1 R40 a DLD-1 R160). Vysledkova kapitola
je doplnéna vhodnym grafickym zobrazenim vysledkd a prehledovymi tabulkami s vysledky. Kromé
samotné analyzy transkriptomu a diferencidlni exprese byla taktéZ proveden funkéni analyza pro
kandidatni geny z prvotni analyzy. Druha &ast kapitoly je vénovédna vysledkim validaéni studie



vybranych kandidatnich gent (HIST1H2BE, ALDH1L1, CD44, DKK1, ABCC2) ve vybraném setu pacient
s kolorektalnim karcinom.

Co povazuji, za nejvétsi nedostatek diplomové prace jsou chybéjici vysledky statistického
hodnoceni pro analyzu diferencidlni exprese, jak p-hodnoty, tak ptipadné korigované g-hodnoty.
Prosim o dopinéni do Pfilohy 1a 2 predkladané prace.

Diskuze je vedena pfehledné, je zaméfena na véechny vybrané kandidatni geny a srovnani
vlastnich vysledkd s jiz publikovanymi daty zaméfenych na problematiku rezistence u nadorovych
onemocnéni k 5-FU. Zde se také nachazi chyba, ktera bude pravdépodobné pieklepem, ALDH1L1 patfi
do skupiny aldehyddehydrogenaz, ne aldehyddehydrogenaz 1.

Kapitola Zavér strucné shrnuje dosazené vysledky béhem fedeni diplomové prace.

Seznam pouzité literatury je celistvy a obsahuje celkem 62 citaci.

Otazky doporuéené k blizSimu vysvétleni pfi obiajobé:
1) Byla n&jakym zplsobem kontrolovana kvalita depletované RNA pfed samotnou pfipravou knihoven?
2) Co je znadi Zluta barva na obrazku ¢. 12 zobrazujici bunééné linie pod mikroskopem?

3) V kapitole 3.9 uvédite, Ze v ptipadé vy33i rozliSnosti nez 0,5 mezi hodnotami CT byla hodnota
vyfazena? Co to presné znamena? Pro hodnoceni byl nasledné vyuZit pouze duplikat? Ci byl rovnou
z analyzy vyfazen cely vzorek?

4) V kapitole 4.2 uvadite, ze b&hem analyzy tercidlni dat byly odfiltrovany geny s nulovou expresi a
expresi pod patnactym percentilem. O kolik gend se presné jednalo a kolik jich zbylo pro samotnou
analyzu diferencidlni exprese?

5) Kolik bylo celkem identifikovano diferencidlné exprimovanych gend v jednotlivych porovnanich?

6) V kapitole 4.2 uvadite, Ze na ose y v obrazku ¢. 14 jsou zndzornény geny s nejvétsi expresi? Co to
presné znamena? Nejvice diferencialné exprimované geny v porovnani WT linie s rezistentnimi klony?

7) Jaky néstroj byl pouZit pro funk&ni analyzu, jejiz vysledky jsou prezentovany v obrézku ¢&. 177 Pro¢
byly pro analyzu vybrany pouze up-regulované geny?

8) Co znamenaji riizné spojovaci barvy v obrazku &. 18? Maji néjaky vyznam?

9) Méte né&jaké vysvétleni pro rozdilny smér deregulace exprese pro gen DKK1, ktery jste pozoroval
v porovnani DLD1-WT a obou rezistentnich klonG?

Zavér:
Diplomovou praci studenta Bc. Petra Dostéla i pres vyse zminéné nedostatky doporuduji k obhajobé
pied komisi a po zodpovézeni dotaz( a doplnéni pozadovanych dat, navrhuji klasifikaci velmi dobfe.
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