Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Jana Hagho

Analyza a charakterizace sesthovych variant BRCA1

Predkladana diplomova prace se zabywdecky velice zajimavou a medicinsky velmi aktualni
tématikou. Jedna se o studium spektra a hladinyits@sych forem genu BRCAL v krevnich a
tkanovych vzorcich od pacientek s karcinomem prsu awgah kontrol. Ukolem prace bylo
zavest metodiku, ktera by umoznila specifickou tdiaci sestihovych variant a kvantifikaci
jejich hladin.

Hlavni pozitiva diplomové préce

BRCAL je hlavnim genem z hlediska predispoziceikarau prsu. Z hlediska funkce BRCA1
jako tumor supresoru autospravré predpokladali, Ze krognh mutaci a pestaveb, které se
pouzivaji v prediktivnim testovani, mohou i &my na arovni transkripce hratiezitou ulohu
pii vzniku karcinomu prsu. Téma diplomové prace bidy zvoleno vhodf) protoze teSi
problematiku, ktera i¥e ispét k odhaleni molekularnich mechanisnvzniku tohoto
onemocgni.

Uvod je velmi gkné koncipovan obsahéva bez zasadnich forméalnich nedostathrezentuje
piehled znalosti v oblasti s&bsibvych mechanisih obecr i specificky vzhledem k oprav
DNA a funkci BRCAL. Text je doplm velkym p@tem tabulek a obrazk

Cile jsou jast stanoveny afjedstavujireSeni ¥decky hodnotného problému.

Z metodického hlediska je prace na vysoké UrovnutoA vyuzil moderni metodiky
molekularni biologie a genetiky zaloZzenéegevSim na PCR, nap amplifikaci dlouhych
fragmenti DNA, restrikéni analyzy, DNA sekvenovani, hodnoceni hladin teapsi pomoci

PCR v realnéntase, piprava standakd pro absolutni kvantifikaci hladin transkriptatd.

Vyznamnost vysledk byla hodnocena standardnimi statistickymi tesfyutANOVA nebo

Kruskal-Wallis.

Vysledkovacast dokumentuje, Ze autor da velky kus prace. Vyhodnoceni a prezentace
vysledki jsou v souladu s dobrouédeckou praxi. Studietgobi harmonicky a je phvé
vypracovana. Z vysledkje patrné, ze autor ve svém zadankliagoddilo se mu:

1/ zaveést robustni metody identifikace &ésivych variant BRCAL,

2/ pripravit standardy pro kvantifikaci hladin vybranyeariant a validovat jejich stanoveni,

3/ zhodnotit pilotni soubor krevnich a tikdvych vzorki od pacientek a kontrolnich Zen.

Diskuse vysledk je vedena &né a dolie reflektuje ziskané vysledky. Z&rem prace je sice
konstatovani, Ze vysledky zatim nepotvrdiliegpoklady o vyznamu séstovych variant
BRCAL v rozvoji karcinomu prsu. Je vSakelia ocenit p#ivé zpracovani tématu, jehoz
vysledky jsou pro dalSi studium v této oblasti vietenné.

Kritické pfipominky a otazky k vlastni praci

Prace obsahujetkolik anglikanisnii, kterych by bylo doke se v budoucnu vyvarovat, rtap
- str. 13,fadek 10 odspoda: jak by se dalo slgadyubikvitniprelozit docestiny?

- str. 19,fadek 4 odspoda: aberaci reparani kapacity..

- str. 62,fadek 2 shora: zkonstruovanych diluci



Drobné pteklepy a nejasnosti:

- anglicky Abstract: véta v druhém odstavci shora ma piehozeny slovosled a navic chybi ¢ast
véty — proto nedava prili§ smysl;

- str. 9, fadek 8-10 odspoda: BBP nebo BPP?

- str. 22, fadek 7 odspoda: véta nedava smysl — piebyva ...se...

- str. 23, fadek 13 shora: co je to WRN? V  textu ani seznamu zkratek neni vysvétlen vyznam.

- str. 40, fadek 8 odspoda: ...ExoSAP-ITem... spravné by mélo byt ... kitem ExoSAP-IT...

- str. 43, fadek 8 shora: .. MMX...

- Obr. 34: chybi vypis ,,vybranych* ASV

- str. 66, fadky 8-9: hladina ASV BRCAla je vyjadiena v ndsobcich varianty obsahujici exon
11b — zfejme& minéno 10b. Bylo by vhodn&jsi popsat hladinu v % wt BRCA1 (nebo spise e24
BRCAL) tak jako je to u dalsich AVS (vyse i niZe).

- str. 69, posledni fadek odst b): ...nasyntetizovala...

Otazky:
1/ Pro¢ nebyla studovana varianta IRIS?

2/ Primérny v€k pacientek zatazenych do studie byl 49,9 roku coZ je cca o 10 mén& nez
obvykle byva u neselektované populace Zen s karcinomem prsu - byly pacientky n&jak
selektovany, napt. podle pfitomnosti mutaci v BRCA1?

3/ Je pozoruhodné jak markantni rozdily se projevily pouhym zvy$enim mnoZstvi SuperScript
IIT enzymu pfi reverzni transkripci (Obr 19 — kominky 1 vs. 4) - &m si to vysvétlujete? Vzorky
v komincich 2 a 3 obsahuji stejné mnozstvi SSIII jako vzorek skom. 1 a produkty jsou
srovnatelné s kom. 4. Jaké slozeni smési doporuéuje vyrobce?

4/ Obrazek 23: ve vzorcich ¢&. 5, 12, 39, 45 a 46 nejsou produkty — znamena to, Ze v nich
nedochazi k expresi BRCA1 nebo byla reakce kompromitovana nizkou kvalitou/kvantitou
RNA? Pokud ano nalezli jste n&jakou souvislost s RIN nebo koncentraci RNA? S tim souvisi
dalsi otazka. Celkem bylo analyzovano 35 z 58 vzorki — z jakych divodi nebyly analyzovany
zbylé vzorky?

5/ Cim si vysvétlujete obecnd nizkou Vami nalezenou hladinu exprese transkriptu BRCA1?
Tyto otazky slouzi k rozsifeni obzoru a nijak nesniZuji vysokou kvalitu prace.

Diplomova prace Be. Hojného podle mého nazoru zcela splnila sviij udel, protoze autor

dokazal tviiréim zpisobem dosdhnout cili, které si na zaéatku vyty¢il.

Z vySe uvedenych divodi doporuéuji predloZenou prac1 k obhajobé.
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