Posudek na doktorandskou dizertaéni praci Mgr. Jana Sevéika v ramci doktorského studijniho
programu v biomediciné v oboroveé radé Biochemie a patobiochemie

Prace Mgr. Sevéika je zaméfena na funkéni analyzu dvou nové popsanych alternativnich
sestrihovych variant tumor supresorového proteinu BRCAL. Vychozim bodem pro tuto analyzu
bylo vytvofeni modelové MCF7 bunécné linie odvozené z prsniho karcinomu, ve které je exprese
endogenniho proteinu BRCA1 trvale blokovdana pomoci RNA interference. Tato modelova linie
byla nasledné pouiita pro rozsahlou funkéni analyzu variant BRCA1-A14-15 a BRCA1-A17-19.
Testovdna byla predevsim schopnost téchto variant zapojit se do opravy poskozené DNA.
Opravné mechanismy byly detailné studovany pomoci komplementarnich metodik, jakymi jsou
commet esej, mikroskopicka vizualizace DNA zlom{ prostiednictvim imunofluorescenénich
technik, vnimavost bunék kionizujicimu zafeni a mitomycinu C a luciferazové eseje pro
stanoveni efektivity NHEJ drahy. Hlavnim vysledkem pfedkladané préce je zjisténi, Ze ani jedna
ze dvou testovanych variant neni schopna funkéné zastoupit protein BRCAL. Dale bylo popsano,
ze obé varianty vykazuji dominantné negativni charakter a mohou tedy negativné ovlivnit
kapacitu DNA opravnych mechanismd i v pfitomnosti piné funkéniho proteinu BRCA1. Z pohledu
molekuldrniho mechanismu funkce BRCAL je velmi zajimavé, Ze obé varianty jsou ziejmé
poskozeny odliSnym zplsobem, coZ vysvétluje, pro¢ BRCA1-A14-15 vykazuje defekt vyhradné
v NHEJ draze, zatimco BRCA1-A17-19 ma poskozenou i homologni rekombinaci. Podstatna ¢ast
prace byla jiz publikovana vimpaktovaném ¢asopise a prodla nezavislou oponenturou,
nepochybuji tedy o vysoké kvalité dosaienych vysledk(. Dosazené vysledky rovnéi predstavuji
dobry zaklad pro dalsi klinicky orientované studie na sSkolicim pracovisti.

Prace je psand anglicky a sestava se z obsahlého Uvodu (40 stran), podrobného popisu pouZitych
metod (22 stran), vysledku a diskuze (25 stran) a 241 citaci. Dle mého nazoru ptsobi tvodni stat
ponékud nevyvaZiené. Znacnd ¢ast je vénovana popisu funkce BRCA1 predevsim s ohledem na
jeji roli v opravé DNA. BohuZel prekvapivé chybi alespori stru¢né shrnuti aberaci genu BRCA1
¢asto se vyskytujicich se u pacientll s karcinomem prsu. Pomérné struc¢né je rovnéz popsan
molekuldrni mechanismus rozpoznani DNA 1ézi a asociace jednotlivych signdlnich molekul.
Napfiklad protein 53BP1 je vexperimentdini ¢asti prace pouZit jako charakteristicky znak
dvouvldknovych zlomd, mél by tedy byt popsan i v ivodu. Naopak velmi rozsahle (dle mého
soudu aZz zbyte¢né podrobné) jsou popsany obecné mechanismy alternativniho sestfihu,
prestoie jejich studium neni pfedmétem predkladané prace. Jako nevhodny povaiuji pouZity
format literdrnich odkaz(, kdy jsou uvedeni pouze autofi, ¢asopis a rok publikace, nikoliv viak
cely nazev citovane prace. Tento styl usporadani referenci lze jisté pochopit v prestiZnich
publikacich, kde je velmi omezeny prostor i pocet literdrnich odkazl. Pro snadnou orientaci
v textu je vSak velmi Zadouci uvadét nazvy citovanych praci. Rovnéz bych doporuéil nespoléhat
se bezvyhradné na citacni software, ktery, jak je patrné i v této praci, dokdZe vygenerovat fadu
preklepd.




Doplnujici dotazy na autora:

1. Jak casty je vyskyt popisovanych sestfihovych variant v normalni populaci, u nadorovych
pacientl a v nadorovych liniich? Jaky je pomér exprese téchto forem k BRCA1 pIné délky?

2. Coje pravdépodobnou pfi¢inou vyskytu aberantniho sestfihu BRCA1? MUZe byt tento defekt
specificky pro BRCAL (u pacient( s aberantnim sestfihem), nebo Ize predpokladat sou¢asné
rozsahlejsi defekty v fadé jinych proteini?

Zaver:

Doporuéuji praci Mgr. Jana Sevéika k obhajobé s naslednym udélenim titulu Ph.D. za jménem.
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