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Doktorska disertaéni prace Mgr. Lenky Stolafové ,,Analyza nadorové predispozice a
funkéni analyza variant nejasného vyznamu” je psana formou komentovaného souboru Sesti
publikaci zvefejnénych v asopisech s impakt faktorem, u tif z nich je Mgr. Stolafovéa prvni
autorkou. Cilem prace bylo: 1) identifikovat genetické alterace v genu CHEK?2 u pacienti s
nadorovym onemocnénim pomoci NGS analyzy; 2) vytvofit systém pro hodnoceni
nalezenych sekvenénich variant nejasného vyznamu v genu CHEK2 a funk¢ni klasifikace
téchto variant. K témto cilim se podafilo pfispét optimalizaci diagnosticky néstroji pro
zjidténi dédiénych mutaci v nadorovych predispozi¢nich genech v sekvenanich panelech
CZECANCA a CZMELAC a zvlasté vytvofenim nastroje pro funk¢ni analyzu variant genu
CHEK?2. Tyto vysledky lze hodnotit jako nova védecka zjisténi vyznamna pro dalsi rozvoj
oboru. Jedna se o velmi aktualni téma s pfedpokladem aplikace ziskanych poznatkid do
klinické praxe, zvl4sté panel CZECANCA je Siroce pouzivan v klinické praxi a je povazovan

za standard.

Pouzité metody jsou relevantni. Rozsah a formaélni tiprava v&etné poltu citaci jsou
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pfiméfené. Prace obsahuje pomérné malo zdvaznéjsich jazykovych chyb a pieklepi.

K praci mam nasledujici pfipominky.
Tvrzeni ,Dédi¢na slozka se mezi riznymi typy nadorovych onemocnéni lisi, nejnizs$im
podilem 3 % u karcinomu plic a naopak nejvyssim 30 % u feochromocytomu” by bylo

vhodné pongkud blize specifikovat, naptiklad v CR jsou germinalni mutace u

feochromocytomil prokazovény asi u 10 %, udaj 30 % je pfebran ze svétové literatury.

Vétu na str. 11 “...7e karcinomy prsu vznikajici u nosi¢ek mutaci v BRCAI a BRCA2, maji v
souvislosti s expresi estrogennich receptorti biologicky odlisné chovani, neZ nadory u Zen bez

mutaci..” bylo by vhodné doplnit v jakém smyslu odlisné chovani.



Vétu “Nase predchozi analyzy gent predisponujicich ke vzniku karcinomu ovaria ukézaly, ze
na jeho vzniku se u pacientek v CR podileji rovn&Z ostatni predispoziéni geny” by bylo

vhodné rozsitit o uvedeni konkrétnich genti.

Na stran¢ 14 ve véteé “...vCetné karcinomu prsu, prostaty, Stitné zlazy, kolorekta, prostaty a

nadord ledvin...” zfejmé omylem dvakrat uveden karcinom prostaty.

Formulace “...pGsobenim drog etoposidu, neokarcinostatinu.” na stran€¢ 16 je nevhodna, v
Ceské odborné literatufe se termin droga pouzivéa v jiném smyslu, evidentné se jedna o ne

zcela vhodny pieklad z anglictiny.

Formulace “...aktivuje dal$i signalni pfenasece v amplifikaci signalu o poSkozeni DNA.” na

strané 18 je krkolomna.

Na strané 19 je uvedeno “Zastaveni bunééného cyklu 1ze pozorovat i u nadorové linie bun¢k
HCT116, v niZ byla kindza CHK2 cilené¢ deaktivovana (Jallepalli, Lengauer et al. 2003).”
Toto tvrzeni je nepfesné a budi dojem, Ze deaktivace CHK2 zastavi bunétny cyklus, v

publikaci je uvedeno, Ze u bunek s inaktivaci CHK2 se cyklus zastavil po ozafovani.

Tvrzeni , Nerespektovani populanich specifik znaéné zkresluje vypocet relativniho rizika
vzniku studovanych nadorii pro nosi¢e mutaci v genu CHEK2.” na strané 44 plati obecnéji

nejen pro gen CHEK?.

Vétu “Do vyslednych bunék RPE1-CHEK2-KO jsme nasledné transientné transfekovali
variantni kinazy spolu s kontrolami (wild-type kindza a prazdny vektor s EGFP) a jejich
aktivitu jsme méfili jako schopnost fosforylovat endogenni substrat Ser473 KAP1, coz jsme
detekovali imunofluorescenéné pomoci ScanR mikroskopu.“ lze chapat tak, Ze byla
provedena kotransfekce, nikoliv Ze prazdny vektor a wild type kinazy, které slouzily jako

kontroly byly transferovany do jinych bunék.

Véta “Nejvyssi vahu vysledku jsme uvaZovali v pfipadé analyzy v RPE1-CHEK2-KO
buiikéch, kterou povaZujeme za nejvice vypovidajici,.“ na stran€¢ 46 je nevhodné

formulovana.
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K vysledkiim a diskusi nelze mit zavazn&jsich namitek coz dokumentuje i fakt, ze pred
publikaci v asopisech prosly recenznim fizenim.
Na autorku mam tyto dotazy.

Na stran& 22 pisete ,.Dle soutasnych NCCN (National Comprehensive Cancer Network)

doporuéeni by méli nosici patogenni CHEK2 mutace od 40 let véku podstupovat pravidelné



roni mamografické vySetfeni.” Vzhledem k pravdépodobné vyssi radiosenzitivité bunék s

mutaci CHEK?2 nebyla by vhodnéjsi sonografie eventualné MRI?

Na strané€ 23 uvadite “Jelikoz patogenni mutace v CHEK?2 pravdépodobné predisponuji ke
vzniku a rozvoji karcinomu prostaty, je jejich nosi¢im doporu€ovéan pravidelny screening a
nad 40 let test PSA s ro¢ni frekvenci.” VySetfeni samotného PSA je nedostate¢né, jaka

vySetfeni jsou v soucasnosti standardem ve skriningu karcinomu prostaty?

Pro izolaci DNA jste pouzivali Histopaque, rozhodné to neni Spatny pfistup, ale pro¢ jste

nepouzivali lyzaci erytrocyti, ktera je rychlejsi, méné pracna a levnéjsi?

Jak Casto jste zachytili v materidlu ziskaném od pacienti a od kontrol mutace CHEK2

v sekvenci jaderného lokaliza¢niho signalu?
Jaké jsou podle Vés indikace funkéni analyzy variant genu CHEK? v klinické praxi?

Disertacni priace prokazuje piedpoklady autorky k samostatné tvorivé védecké prici a

k udéleni titulu ,,Ph.D.“ za jménem.

V Psarech, dne 28.7.2021 prof. MUDr.Tomas'Eckschlager, CSc





