OPONENTSKY POSUDEK na rigorézni praci Be. Petra Grossmanna na téma Analyza
mutaci genu pro tyrozinkiniazy KIT a PDGFR u gastrointestinalnich stromalnich
tumoru a nékterych dalSich nadoru

Autor Petr Grossmann prezentuje diplomovou praci podloZenou rozsdhlou laboratorni
praci, navic bylo zvoleno téma, které neni pfilis ¢asto publikované — jedna se tudiz o praci
originalni a novou.

Prace ma standardni ¢lenéni, celkovy rozsah 33 stran véetné tabulek a obrazku je vsak
mensi, nez bych od magisterské prace cekal.

V avodu se autor vénuje popisu tyrozinkinaz a jejich mutaci. Chybi zde jakéakoliv
zminka o vySetfenych nadorech, je zde jen vysvétlena zkratka GIST; u tak zajimavé
problematiky bych ocekaval popis a charakteristiku zkoumanych vzorki jako je benigni a
maligni status, rekurence a podobneé. Také zcela chybi jakykoliv piehled metod pouzivanych
ke screeningu mutaci, jejich vyhody a nevyhody. V popisu jsem nenaSel velikost gent (a
velikost jednotlivych exontl) v bp, coz je dulezita informace k pochopeni vyznamu prace.
Autor zde neuvadi systém tiidéni proteinkinaz — na str. 1 oznacuje jako rodinu vSechny
proteinkinazy, na str. 2 zminuje proteinkinazy III. tfidy, dale rozd¢luje receptorové kinazy do
20 rodin a nakonec pfifazuje zkoumané proteinkindzy KIT a PDGFRa do III. skupiny, coz je
udajné ,.rodina PDGFR*. Obrazky 3 a 4 maji byt schématem genti KIT a PDGFRa, nalézame
zde v3ak jen Cisla exont, kterd jsou zminéna v textu, obrazky nic nového nepfinaseji. Na str. 6
je jako samoziejma vlastnost c-kit pozitivnich nadorti zminéna pozitivita CD117, 1ze se viak
jen domnivat, Ze zminény epitop je produktem genu c-kit (?).

V kapitole Material a metody jsou popsany jednotlivé typy nadort (bohuzel
nejcastéji jen jednou vétou), pouzité metody jsou popsany stru¢né, ale vystizné; jednotnym
zpusobem jsou uvedeni vyrobci reagencii. Pivital bych jen alespon strutnou charakteristiku
programu BioEdit, a popis pouziti ,,ziskanych sekvenci* a ., mRNA genu c-kit a PDGFRA™
(str. 13) — domnivam, Ze se jedna o ziskané sekvence, nikoliv fyzickou molekulu mRNA.

Cast VysledKy je struéné a velice prehledné zpracovéna, popsané vysledky jsou
vhodné doplnény obrazky. Nedostatecny je popis grafii na obr. 6a a 6b, nejsou mi Gplné jasné
vSechny sekvenogramy.

V Diskusi pak autor s piehledem srovnava své vysledky s publikovanymi pracemi a
rozviji témata ,.domovského™ pracovisté. K této ¢asti nemam zadné konkrétni vyhrady, jen
zde vice vystupuje zakladni otazka hodnoceni vzorki, ktera neni zcela patrna v celé praci:
jestli jsou ziskané sekvence pouze popsany nebo jsou srovnavany se znamymi nebo néjakymi
wild-type standardy*; zdali jsou jako mutace hodnoceny vSechny alterace, jestli se pocita
s pfitomnosti polymorfismi a jak jsou polymorfismy definovany (predpokladam, Ze to nejsou
jen zmény v 3. nukleotidu tripletu, jak je popsano na str. 30).

Seznam literatury je zapsan standardnim zpusobem, obsahuje 90 recentnich citaci a
doklada velkou peclivost, ktera byla vénovana teoretické pripravé studenta.

Pro Petra Grossmanna ma piipraveny tyto otazky:

1) Mohl byste nam fici (je-li to zndmo) néco o GIST?

2) Jak velké jsou testované exony, jakou ¢ast z nich postihla Vase analyza (z

elektroforetogramu lze vy¢ist, ze kolem 200 bp)?

3) Ve vysledcich (v tabulce 3) jsou popsany Vami nalezené mutace (Zluté plus) a

polymorfismy (-p). Jak jste odlisil tyto dve alterace? Jak odlisite novou, jesté




nepublikovanou mutaci a nové nalezeny polymorfismus? Co znamena zluty
polymorfismus ., +p*“?Jak jste na obr. 16 poznal, Ze se jedna o homozygotniho
mutanta K642E?

4) Jak probihala zminén4 ,,predikce aberantnich proteini™ — je to pfevedenim
sekvence nukleotidi do sekvence aminokyselin?

5) Jak jste odhalil dele¢né-inzeréni mutaci na obr. 19?

Pfi zavére¢ném hodnoceni musim vyzdvihnout objem préce (a z obrazovych pfiloh je patrné,
ze peclivé vykonané prace), kterou Petr Grossmann tomuto tématu vénoval. Vysledny dojem
sice trochu zkazila piilisna strucnost, ktera nékdy pfispiva k nepochopeni popisovaného
problému, ale mam dojem Ze Petr Grossmann svou praci napsal skromné spis ve stylu
stru¢ného ¢lanku v odborném ¢asopisu nez jako exhibici svého ostrovtipu se ziskanymi daty.
Prace je kvalitni; pfes popsané nedostatky nepochybuji o jeji publikaci (v opravené formé) a
doporucuji ji k obhajobé.

SeRa ks

Ondfej Scheinost

Ceské Budéjovice, 28. kvétna 2006



