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Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Jana Sevéika s nazvem , Funkéni in vitro analyza
alternativnich sestrihovych variant genu BRCA1".

Vazené vedeni a ¢lenové komise, je moji milou povinnosti posoudit dizertaéni praci Mgr. Jana Sev¢ika,
je? absolvoval PhD studium v oboru biochemie a patobiochemie na 1.LFUK pod vedenim Skolitele
doc. Zdenka Kleibla. Préce je postavena na vysledcich, jez byly m.j. publikovany ve sdéleni v éasopise
Cell Signal. 2012 May;24(5):1023-30. Epub 2012 Jan 3, kde je kandidat prvnim a Skolitel seniornim
autorem. Tento ¢asopis kumulativné v péti letech vykazuje IF: 4,011. Dalsich Sest praci od r. 2003, kde
je kandidat spoluautorem, je publikovano také ve ¢tenych onkologickych specializovanych Casopisech
jako m.j. Breast Cancer Research &i Cancer Letters.

Soucasti disertaéni prace je 105 anglicky psanych stranek textu a obrazkd v podobé Uvodu, vysledkd,
diskuze, zavért a dalsich pfiloh. Uvod je popsan detailng, pfi jeho &teni se skuteéné vyznam
sestfihovych variant jevi jako imanentni problém, jei vyzyva k feSeni, a ddle ukazuje, Ze autor se

v problematice vyzna a nevaha didaktické schopnosti ddle uplatiiovat. Struktura prace tedy odpovida
formalnimu zadani pro PhD dizertaci. Rozsah a pojeti prace odpovidaji unikatnimu dilu, jez neni
tvofeno ,copy — paste” stylem, ale je vytvareno jakoby jen pro pfileZitost PhD obhajoby.

Hypotéza projektu je prokazat funkéni zapojeni sestfihovych variant d14-15 a d17-19 se zachovalym
¢tecim ramcem BRCA1 postradajici vSak nékteré funkéni domény &i jejich ¢asti (konkrétné SCD a
BRCT). Autor zvazuje jejich vliv vzhledem k jejich vyskytu u agresivnich forem rakoviny prsu (BC).
Specifickymi cili prace bylo vypracovat systém pro analyzu funkce téchto zminénych variant

v eukaryotickych burnkach metodou stabilné-integrovanych transgent a testovat funkéni schopnosti
jejich produkti z hlediska hlavni funkce BRCAL, t.j. opravy DNA.

Vysledky a jejich metodicky Uvod ukazuji, Ze model pro analyzu funkce sestfihovych variant byly
buriky MCF-7 transfekovany transgenem, jeZ blokuje expresi mechanizmem shRNA-mediovaneé
inhibice BRCA1 a dale plazmidem kddujicim transkripéni varianty (verifikace viz obr. 15). Funkéni
analyzy ukazuji, Ze nadprodukované obé zminéné varianty Ci inhibice exprese BRCA1 zpomaluji proces
opravy zvySené poskozené DNA (obr. 16). S tim souvisi i vliv na tvorbu fokust po iradiaci (IRIF)
eventuelné na homologni rekombinaci a NHEJ. Sestfihové varianty maji nestejny vliv na
radiorezistenci MCF-7 bunék. Proliferaéni studie a test preZivani ukazaly, Ze inhibice BRCA-1 neni
nezbytnd pro odhaleni pozitivniho efektu setfihovych variant a tudiz jejich efekt na funkci BRCA1 je
dominantné inhibicni {(negativni).

Hodnoceni: védecka prace je aktudlni, zabyva se vyzkumem sestfihovych variant tumor
supresorového genu BRCA1 a ukazuje na moZné vysvétleni mezi jejich strukturou a mechanizmy, jichz
se BRCA1 ucastni.

Formalni komentare: povaZuji kandidata a jeho praci za Gctyhednou. Prace ma take drobné
nedostatky, jako napf. ne zcela jednoduchou strukturu znaceni: napf. str. 25 kapitola 1.4.1.1.3.1.

Mam technicky dotaz: a) zda byly provedeny experimenty s nadprodukci BRCA1l-wild type cDNA (od
obr. 15 déle), jez by eventuelné vyloucily moznost vlivu nadprodukce plazmidem-derivované RNA (i
jejich nékterych sestfihovych produktl na vysledny fenotyp. b) kolik klont od jednotlivych
transfektantl bylo testovano.
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Disertacni prace jednoznaéné splnila cil informovat v souhrnné formeé o védeckych aktivitach
kandidata.

Vzhledem k vyznamu &lankd, védeckého tymu a $kolitele nepochybuji o tom, e Mgr. Jan Sevéik
prokazal tvliréi schopnosti a je opravnén ziskat titul PhD a tento navrh na zékladé procteni jeho PhD
prace jednoznacné podporuji a doporuuji k obhajobé.
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