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Nazev prace: Funk¢ni analyza populaéné specifickych sekvencnich variant genu pro kinazu
kontrolniho bodu bunééného cyklu CHEK?2

Magisterska prace Lenky Stolafové se zabyva studiem funkéniho vlivu vzacnych variant genu CHEK?2
identifikovanych u pacientti s karcinomem prsu. CHEK?2 gen kdéduje serin/threoninovou kinazu Chk2
(Checkpoint kinase 2), ktera se podili na regulaci bunééného cyklu v reakci na poskozeni genomové
DNA. Nekteré diive popsané (patologické) varianty genu CHEK?2 jsou asociované s vysSim rizikem
rozvoje fady nadort véetné karcinomu prsu.

Hodnoceni vysledki z hlediska tviiréiho prinosu

Cilem prace byla analyza zmén kindzové aktivity Chk2 proteinu u 16 vzacnych nebo novée
detekovanych sekvencnich variant genu CHEK?2 identifikovanych u pacientii s karcinomem prsu, u
kterych nebyly prokazany mutace v hlavnich predispozi¢nich genech BRCA1 a BRCA2. Dilci cile
prace zahrnovaly pfipravu konstruktti obsahujicich studované sekvencni varianty genu CHEK2 v
expresnim vektoru, transformace bakterialnich bunék E.coli BL21 a optimalizace exprese proteinu
témito bunkami, méfeni kinazové aktivity v lyzatech bakteridlnich bunék a srovnani vysledkt této
biochemické analyzy s vysledky predikénich in silico modeld. Kladem disertacni prace je vyuziti fady
modernich metod molekularni biologie a bioinformatiky a dtkladné zpracovani ziskanych vysledka.

Formalni kvalita piedloZené diplomové prace a hodnoceni jednotlivych ¢asti

Diplomova prace ma 74 stran. Je psana Cesky a je roz¢lenéna do 7 &asti: 1. Uvod, 2. Piehled literatury,
3. Cile prace, 4. Material a metody, 5. Vysledky, 6. Diskuse, 7. Seznam pouzité literatury. Praci nelze
po formalni ani jazykové strance nic zavazného vytknout.

Uvod a pFehled literatury

Jsou pfiméfené rozsahem a jsou dikazem toho, Ze autorka je s problematikou dobfe seznamena.
Ptehledné a ucelené shrnuje dosavadni poznatky v oblasti vyzkumu kontroly buniééného cyklu v
souvislosti s udrzenim integrity genomu, popisuje strukturu CHEK?2 genu a Chk2 kinazy, regula¢ni
oblasti a interak¢éni partnery Chk2 kinazy. Kratce také shrnuje informace o funkénich dusledcich
znamych variant CHEK?2 a jejich uloze v patogenezi nadort.. Tuto ¢ast vhodné dopliuji schémata a
obrazky, které usnadiiuji orientaci v popisované problematice.

Cile prdce
Cil diplomové prace je formulovan jasné a ve Ctyfech dil¢ich bodech jsou rozepsany kroky k jeho
dosazeni.

Material a metody

Metody experimentli jsou popsany srozumiteln¢, v logickém sledu a s prehledem, ktery svéd¢i o tom,
ze Lenka Stolafova dosahla pfiméfeného stupené laboratornich dovednosti. Jsou zde jasné popsané
jednotlivé studované varianty CHEK2 genu a schéma rozmisténi studovanych mutaci v primarni
sekvenci Chk2 kinazy. Autorka detailné popisuje Sirokou skalu metod (napt. metodu “site directed”
mutageneze, Sangerovo sekvenovani, pfipravu a transformaci kompetentnich bakteridlnich bunck,
Western blotting, funk¢ni analyzy kinazové aktivity a bioinformatické analyzy).

Vysledky

Vysledkova ¢ast prace je ¢lenéna dle specifickych cili. Je pfehledna a piesvédCivé dokazuje, ze
autorka je schopna jasné popsat své vysledky. Autorce se podafilo pfipravit plasmidy se studovanymi
variantami genu CHEK2 a kromé jedné varianty je transformovat a exprimovat v butikach E. coli
BL21gold. Kinazové aktivity bakteridlnich lyzati s jednotlivymi variantami Chk2 proteinu pak byly
porovnany s kinazovou aktivitou lyzatu bun€k transformovanych wt CHEK?2 a s negativni kontrolou.
Nameéfené vysledky byly konfrontovany s vysledky in silico analyzy biologického vyznamu



studovanych variant genu CHEK2 s pouzitim nékolika predikénich programt (SIFT, Polyphen 2,
Align GVGD, CADD skore).

Diskuze a seznam pouZité literatury

V diskuzi autorka porovnava a interpretuje vysledky méfeni kindzové aktivity in vitro s vysledky in
silico analyzy variant genu CHEK?2. Dale pak konfrontuje své vysledky se souc¢asnou urovni znalosti
studované problematiky.

Préce je opatifena priblizn¢ 80 citacemi. Citace jsou voleny pfiléhave, pfiméfeny je i pocet recentnich
praci. Rozsah citaci odpovida celkové vyborné kvalité prace.

Zavér

Diplomova prace dokazuje vybornou teoretickou pfipravenost autorky. Autorka prokazala patii¢né
laboratorni dovednosti i schopnost ziskat smysluplnd data. Ziskané vysledky je schopna kriticky
hodnotit. Doporucuji pfijeti prace Lenky Stolafové jako podkladu pro udé€leni akademického titulu
»Magistr.

Diléi pripominky a dopliiujici dotazy
Jaka je senzitivita pouzité fluorescencni metody méteni kinazové aktivity?

V nékterych grafech jsou jednotlivé vzorky odliSeny velmi blizkymi odstiny téze barvy, coz
znesnadiuje orientaci ve vysledcich (napf. str. 48, obr. 20 nebo str. 54, obr. 28).

Tabulka ¢. 7 na str. 61 obsahuje shrnuti vysledkt in silico analyzy a méfeni kinazové aktivity. Z
popisku tabulky neni jasné jaka kriteria autorka zvolila pro hodnoceni vysledkd in silico analyz a
méfeni kinazové aktivity. Vysledky jsou hodnoceny slovné pro in silico analyzu ve dvou kategoriich -
tolerovano nebo netolerovano — a pro meéfeni kinazové aktivity ve tiech kategoriich — normalni,
intermedidlni a nulova. Tato interpretace je dle nazoru oponenta subjektivni a shrnujici tabulka by
méla obsahovat Ciselné hodnoty skore jednotlivych predikénich nastroju (s interpretaci v legend€) a
zmétené relativni hodnoty kinazové aktivity.

Jaka kritéria pouzila autorka pro slovni hodnoceni kinazové aktivity? Dle obr. 31 na str. 56 je relativni
kinazova aktivita u varianty E64K okolo 0,8 vyhodnocena jako intermedialni, zatimco kinazova
aktivita varianty R181H okolo 0,7 je hodnocena jako normalni (kindzova aktivita wt Chk2 je 1).

Jaky je vyskyt variant CHEK?2 v nadorové tkani u karcinomu prsu?

Solidni nadory (napf. karcinom prsu) jsou ¢asto hypoxické. Jak ovlivituje hypoxie funkci Chk2 a jeho
partnert v regulaci bunééného cyklu a v reparaci DNA?
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