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Cile prace

Cilem diplomové prace je urcit tlohu mismatch reparacni drahy u nadoru
vajecniku.Vzhledem k tomu, Ze nadory vajecniku jsou spojeny s vysokou letalitou, je hledani
pfi¢in onemocnéni a zpUsobU terapie bezesporu aktudlnim tématem.

Struktura (Clenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO

Rozsah préace (pocet stran): 61 stran vlastniho textu

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Clenéni prace je klasické, pfehledné, nadstandardné je uveden seznam obrazkd a tabulek.

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO
Je napsan srozumitelné? vétsSinou ANO
Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni Udaje z literarnich zdroja? vétsinou ANO
Jsou poutzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? V praci bylo
citovadno 77 praci, u 3 citaci jsem zjistila chybny format.

Podle mého ndzoru mél byt literarni prehled vice zaméren na mismatch reparaci, ktera pak
mohla byt probrana dakladnéji, i napr. s ohledem na terapii nadorG. PovaZuji za chybu, Ze
autorka u obecnych informaci o jednotlivych typech reparacnich procest uvadi prace z roku
2016 a neposkytuje tak informaci o tom, jak dlouho tyto procesy zndme. Bohuzel,
chvéalyhodny zamér napsat praci anglicky byl pro autorku pfilis naro¢ny, coz se projevilo
vyskytem vétSiho poctu neobratnych a Spatné srozumitelnych vyroka.

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ANO
Kolik metod bylo pouzito? 7
Jsou metody srozumitelné popsany? NE, chybi dllezité ddaje viechny

Hlavni nedostatek kapitoly Metody vidim v nedostatecném popisu vzorkd pro analyzu
exprese MMR genu. Chybi informace o rozvrstveni souboru pacientek do kategorii podle
stupné rozvoje karcinomu i podle véku. S nékterymi informacemi autorka operuje ve
Vysledcich.




PFi popisu metod postradam néktera podstatnd data, nejvice je zasazena kapitola o analyze
methylace promotoru a popis elektroforézy protein(.

Prestoze je zminéno, které analytické a statistické programy autorka pouzila, chybi jakékoliv
podrobnosti o nastaveni.

Experimentalni cast:

Je vysvétlen cil experiment(? NE

Je dokumentace vysledk( dostacujici? NE

Postacuje mnoZstvi experimentu k ziskani odpovédi na zadané otazky?

ANO

Vysledky expresni analyzy nejsou v textu diplomové prace dokumentovany. Nejsou uvedeny
hodnoty C; pro jednotlivé geny a pacientky i kontroly, udaje o vysledcich normalizace a
hodnoty statistickych test(. PfestoZe jsou zmifiovany statistické testy, chybi hypotéza, ktera
byla testovana (viz str. 55). Na str. 56 je v legendé u obrazku 5.4. uvedeno ,Statistically no
significant”, ale neni uvedeno, ke kterému zavéru se tento vyrok vztahuje.

Za zavainy nedostatek u vSech typ( provedenych experimentl povazuji, Ze neni uveden
pocet technickych a biologickych opakovani, pfestoze jsou mérené hodnoty doplnény o
smérodatné odchylky.

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledk(? ANO
Jsou vysledky porovndvany s literaturou? ANO
Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi reSeni problematiky? ANO

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Formalni Groven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova Uroven):
Graficka uroven prace je velmi dobrd, autorka zaradila do prace 5 prevzatych obrazk( a 12
vlastnich, tabulek je 16. Pfekvapivy je zpusob cislovani, spole¢ny pro obrazky i tabulky.

Autorka podcenila vyznam legend, které jsou ¢asto neuplné, napr. u grafli 5.10 az 5.13.
Nejhorsi situace je u grafu 5.1. na str. 53, kde autorka mylné popisuje osu y jako intenzitu
exprese misto miry nestability genové exprese.

V textu jsem nenalezla preklepy, avsak velky pocet vét, které nejsou dokoncené nebo maji
evidentné nedokoncenou Upravu. Pfiklady uvedu v zavéru posudku.

Splnéni cilti prace a celkové hodnoceni:

Monika Burécziova predloZila k obhajobé text diplomové prace se zajimavym tématem a
¢tivé napsanym prehledem literatury. Ve své praci cituje 77 praci, z toho neuvéfitelnych 33
je z poslednich 2 let. Metody jsou popsany ne zcela pfesné a v podobném duchu jsou
uvedeny i vysledky. Za velmi zajimavé povaZuji propojeni diagnostického pfistupu

s experimentalnim, vyuZivajicim bunééné linie. Rozsah analyzovaného vzorku je srovnatelny
s citovanymi publikacemi. Casovou naro¢nost Ize téZko odhadnout bez uvedeni poctu
opakovani a nutnych optimalizaci. Diskuse i Zavér maji pomérné dobrou Uroven.

Pfes uvedené vyhrady doporucuji praci k obhajobé, navrhuji hodnoceni stupném dobfre.




Otazky a pfipominky oponenta:

MuUZete, prosim, upresnit, jak jste optimalizovala metodu MS-HRM a jak si vysvétlujete, Ze
jste u kontrolnich i nddorovych vzorkl neprokazala ani nizky stupen methylace? Jak jste
ziskala 100% nemethylovanou DNA? Pokud byla soucasti kitu, bylo deklarovano, Ze je gen
MLH1 v této DNA nemethylovany?

Podle grafu 4.12. na str. 48 si nejsem jista, zda kalibracni kfivky odpovidaji Urovni methylace ve
vzorku. MUzete vysledek, prosim, komentovat?

Co vyjadtuje hodnota SD, uvedend v grafu 5.1. C,D na str. 53? Jak urcite hodnotu SD?

Jak se od sebe lisi grafy C a D — uvadéji hodnoty z nezavislého experimentu? Vybér referencnich
gen( jste provedla s vyuZitim vSech 63 nadorovych a 12 nenadorovych vzork(? Jaké hodnoty Ct
jste zjistila u vybranych referencnich gent? LisSily se od hodnot Ct u MMR gen0? Jaky byl rozptyl
Ct hodnot?

Pti analyze genové exprese MMR gen jste zjistila velké rozdily mezi nddorovymi a kontrolnimi
burikami v genu MSH4.Pro€ jste se jim dal nezabyvala?

MuzZete vysvétlit svou hypotézu o funkci genu MLH1 ve vztahu k regulaci bunééného cyklu i
v souvislosti se vznikem a vyvojem ovaridlniho karcinomu?

Pfipominky:
Termin ,,epithelial ovarian cancer (EOC)“ nelze prekladat jako ,epitelidlni rakovina vajec¢nikd”,
nybrz rakovina epitelu vajecnikd.

Cile prace uvedené v anglické a ¢eské verzi Abstraktu vzajemné nesouhlasi:

Our aims were to clarify and to investigate the importance of MMR based on mRNA
transcription, protein stability and promoter hypermethylation on a set of major MMR genes,
particularly MLH1, MSH2, PMS1, MLH3, MSH6, MSH3, and PMS2

Cilem prace bylo objasnit a prozkoumat vyznam MMR drahy na utlumeni exprese mRNA,
nestabilité protein(i a hypermetylaci promotor( skupiny hlavnich genit MMR drahy, a to
konkrétné u MLH1, MSH2, PMS1, MLH3, MSH6, MSH3 a PMS2.

Nazvy nékterych kapitol jsou nepresné vyjadrené, napt , Validation gPCR housekeeping genes
for gene expression” 5.4. ,Determine promoter methylation status of MMR genes”. Opravte
¢islo strany 533 v Obsahu.

Jak se od sebe lisi MutSa od MutSB?-, na str. 32 je asi chyba, na str. 33 uZ je rozdil zfejmy.
Chybu v textu opravte formou Errat. Str. 32

Véta na str. 34 neni srozumitelnd. Nelze rozliSit predmét 1. véty od podmétu véty
nasledujici.

In recent studies, MutSa and MutLa have been confirmed to interact with the replicative DNA
polymerases, PCNA and the MutSa forms a clamp protein that slides alongside the DNA strand.




Above all, recent studies claim that the defects in the MMR pathway increase the risk of
developing endometrium, ovaries, and stomach cancers (Hemminki et al., 2003).  Str. 36
Tento zavér neni vhodny. Vzhledem k velmi recentnim publikacim v pfedchozim textu je citace
z roku 2003 pfilis stara!

Véta s nespravnym poradim slov na str. 27: ,,Ku70/80 then leaves the broken ends exposed
and recruits DNAPKcs, resulting in the recruit of the nuclease Artemis and is capable of
phosphorylating H2AX on serine 139 within the nucleosomes.”

V Tabulkdch 4.3. a 4.4. na str. 42 uvadite zkratku WB, v legendé je vysvétlena zkratka WD. Je
to totéz? Pokud ano, prosim opravit.
Western blot se piSe s W, méla byste spis uvést ,,pro imunodetekci”

Na str. 43 nejsou uvedeny podminky homogenizace tkané: teplota, Cas, intenzita homogenizace.

str. 44: Pti jakém pH byla provedena lyze bunék?
Under the pH and low-salt conditions DNA binds to the column while the rest of the lysate flow
through the column.

Neni uvedeno, v jakém objemu elu¢niho pufru jste izolovanou DNA rozpoustéla. Jakou
koncentraci vzorky mély? Lisila se koncentrace nukleovych kyselin ve vzorcich z nador( a
z normalni tkané?

str.44: Nesrozumitelna formulace: The conversion from RNA to cDNA using reverse
transcriptase and dNTPs included in High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit.
Podobné, na str. 50: The concentration of protein using a spectrophotometer.

str. 46: Co oznacuje 3. sloupec tabulky 4.8. s nazvem Transcript? Bylo by vhodné uvést to
v legendé. Také bych doporucovala rozlisit zafazené geny na referenéni a MMR. U referencnich
genu by bylo vhodné uvést, co kaduiji.

V tabulce 4.11. by bylo vhodné doplnit, které procesy jsou svazany s prislusSnymi teplotami.

Nejsou popsany podminky pro elektroforézu protein ani koncentrace proteind v gelu. Neni
uvedeno, jaky proteinovy standard se pouzival, sloZeni gelu a pufri pro Western blot a
imunodetekci. Chybi Udaj o koncentraci mléka v blokovacim roztoku.

Ndasledujici tvrzeni podle mého nazoru nevystihuje Ucel inkubace membrany v pufru PBS:
»Incubations were followed with a set of washes (1x PBS/0.05% Tween20), which helped non-
specific antibody binding.“(str. 50)

str. 50: MUZete, prosim, vysvétlit nasledujici popis: Nocodazol treated cells were utilized Anti
Histone H3 (pSer28)-Alexa Fluor® 647 as the pH3 antibody to investigate M phase.?

Legendy u obrazk( 5.10. a 5.11. neodpovidaji realité. Chybi zminka, Ze zkratka NCS zastupuje
neocarcinostatin, latku, ktera je pro experiment klicova. U obrazku 5.11. nelze tvrdit, Ze stres
v DNA vyvolal zastaveni bunééného cyklu v G2, chybi-li tam kontrola, bez antibiotika.




U obrdazku 5.13. by bylo vhodné doplnit legendu o vysvétleni popisu os. Pokud neni v textu
uvedeno, Ze FITC detekuje buriky zna¢ené BrdU a podobné, nemaji grafy dokumentacni funkci.
U obrazk(i 5.13. a 5.14. neni uveden typ bunécné linie.

Na str. 73 je netplna citace ¢lanku:. McConechy MK", Talhouk A", Li-Chang HH', Leung S?,
Huntsman DG, Gilks CB*, McAlpine JN°. (2015):Detection of DNA mismatch repair (MMR)
deficiencies by immunohistochemistry can effectively diagnose the microsatellite instability (MSI)
phenotype in endometrial carcinomas. Gynecol Oncol. 2015 May;137(2):306-10

Chyba ve formatu citace a jejim zafazeni je u publikace Bhagat a Krishnamoorty 2014, umisténé na
str. 74

Nasledujici citace neni v Seznamu Uplnd, chybi Cislo svazku a ¢isla stran: KurrursTova, D., J.
BaRTKOVA, R. VRTEL, A. Mickova, A. Burbova et al., 2016 DNA damage signalling barrier,
oxidative stress and treatment-relevant DNA repair factor alterations during progression of
human prostate cancer. Mol Oncol

Pokud autorka cituje za odstavcem vétsi pocet praci, méla by zvolit systematicky pfistup pfi
urceni jejich poradi.

Importantly, the ATR and ATM specific inhibitors become available for the cancer treatment,
already with the promising clinical outcomes (Benada and Macurek, 2015, Kwok et al., 2016;
Albarakati N et al, 2015; Vendett et al.2015; Knittel G et al., 2015; Abu-Sanad et al., 2015).

Navrh hodnoceni oponenta (znamka nebude soucasti zverejnénych informaci)
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