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Re-analyza pacienti se suspektnim FAP onemocnénim

Cile prace

Zadand diplomovéa prace Ing. Petry Slavikové se zabyvd tématem re-analyzy souboru
suspektnich probandii na familidarné adenomatozni polyposu (FAP) s vyuzitim soucasnych
technologii masivniho paralelniho sekvenovéani nové generace, které umoziuji hloubkové
¢teni sledovanych sekvenci, piehodnoceni suspektnich diagn6z a odhaleni dosud
nepopsanych patogennich variant vyznamnych pro vznik sledovaného onemocnéni.
Z hlediska potencialniho vyuziti NGS technologie a sledovaného panelu gent v rutinni
diagnostice FAP onemocnéni je predkladanéd diplomové prace velmi aktudlnim tématem, pfi
jehoz zpracovani byla nalezena fada hodnotnych vystupti.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZzadovanému? ANO NE

Rozsah prace (pocet stran): 93 stran vcetné referenci bez seznamu tabulek, grafti a vSech
priloh

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO NE

Literarni prehled:
Odpovida tématu? ANO NE
Je napséan srozumitelné? ANO NE
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO NE
Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO NE

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? ANO NE

Kolik metod bylo pouzito?
Byla pouzita metoda ptipravy NGS knihoven, kterd zahrnuje Sirokou $kalu jednotlivych
molekularné biologickych metod. Déle byly pouZity 3 konfirmacni metody a to Sangerovo
sekvenovani, MLPA analyza a Long-range PCR. Byly pouzity 1 metodiky bioinformatického
hodnoceni sekvenac¢nich dat.

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO NE

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimenti? ANO NE
Je dokumentace vysledkt dostacujici? ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
Postacuje mnoZzstvi experimentii k ziskdni odpovédi na zadané otazky?
ANO NE — co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Diskuze:
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO NE




Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE
Jsou uvedeny néjaké hypotézy i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO NE

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Prace je ¢lenéna obvyklym zpiisobem a odpovidd pozadavkiim kladenym na prace tohoto
typu. V Gvodni ¢asti nds autorka seznamuje v dostate¢né mife s familiarni adenomatozni
polypozou, jejimi klinickymi projevy, formami a diagnostikou vcetné¢ molekularni podstaty
FAP onemocnéni. Literarni ptehled je doplnén fadou schémat a obrazki vhodné dopliujicich
zpracované literarni udaje. Cile prace jsou jasné definovany. Metodickd Cast prace je
zpracovana velmi detailné, zvlast’ podrobné je popsan cely proces piipravy DNA knihoven
pro NGS analyzu, ktery vyzaduje jiz znacnou zruc¢nost a znalost molekularné biologickych
metod. Srozumitelné je popsana analyza sekvena¢nich dat vcetn€ postupli pouzitych pro
prioritizaci sledovanych variant. Nalezené vysledky naplnuji zadané cile prace a jsou
srozumitelnou formou prezentovany a sumarizovany.

V pomérmné obsirné diskusni ¢asti jsou vysledky zminovany ve vztahu k sou¢asnému stavu
poznani v oblasti kolorektalnich polypt. Zvlasté pékné je zpracovana tabulka diferencidlni
diagnostiky dédicnych onemocnéni spojenych s tvorbou kolorektalnich polypt. K této Casti
mam jedinou formalni pfipominku, souhrn klinickych dat pacientl a jejich zpracovani bych
spiSe dala do vysledkové casti, jelikoz jejich vyznam je pro ziskané vysledky pomérné
zasadni. Graficky je celd prace velmi dobfe zpracovana, vysledky jsou doplnény celou fadou
nazornych tabulek a grafii. VSechny podstatné dopliujici informace ohledné sekvence
adaptorti ¢i primeri jsou soucdsti ptiloh diplomové prace. Jako dalSi vhodnd pfiiloha by se
hodilo naptiklad i slozeni studovaného panelu Czecanca. Prace je na velmi dobré jazykové
urovni, psana srozumitelnou formou a prakticky bez pteklept.

Splnéni u cili prace a celkové hodnoceni:

Cile ptedkladané diplomové prace byly dle mého nazoru splnény. Autorce se podatilo
provést NGS analyzu panelu Czecanca v souboru 78 suspektnich FAP probandii a potvrdit
jednak ptedchozi diagnostiku, detekovat patogenni varianty v genu APC, ale 1 nalézt nové
patogenni varianty v genech souvisejicich s dal§imi dédi€nymi formami predispozice
k tvorbé kolorektalnich polypti €1 kolorektalnich karcinom.

Celkové hodnotim praci jako velmi zdafilou. Ziskané vysledky podporuji vyznam vyuZziti
modernich technologii masivniho paralelniho sekvenovani v oblasti rutinni diagnostiky nejen
FAP, ale i dalSich dédi¢nych onemocnéni. Zaroven predstavuje predkladand diplomova prace
dobry zédklad pro dalsi studium sledované problematiky napt. v navazujicim doktorském
programu.

Otazky a pripominky oponenta:
K praci méam nasledujici pfipominky a dotazy:

1. Na jakém zéklad€ byla zvolena pro potfeby diplomové prace kombinace platforem
NGS na pristrojich MiSeq a NextSeq? Muzete nam fict, jaké jsou hlavni rozdily ve
vyuziti téchto platforem a na jakém zaklad¢ obecné probiha selekce vhodné platformy
pro sekvenovani ptipravenych NGS knihoven?

2. Na str.29 v metodické €asti je zminéna uprava koncentrace DNA pied samotnym
zapocetim ptipravy knihovny, ale udaj ,,100/ pl“ je pravdépodobné pieklepem a
zajimala by mé ptesna koncentrace, na jakou byly vzorky upravovany.

3. Jak byla rozdélena piiprava NGS knihovny pro studovanych 78 proband?
Ptredpoklddam, Ze nebyly délany vzorky v jednom sledu najednou, kolik vzorki




4.

v jedné piipravé se Vam ukdzalo byt optimalni pro pfipravu kvalitni knihovny?

Ve vysledkové Casti jsou zminovany kromé detailné studovaného genu APC a jeho
variant vyznamnych pro diagnostiku FAP 1 dal$i geny souvisejici s tvorbou
kolorektalnich polypti, u kterych byly nalezeny zajimavé patogenni varianty. Jsou
v panelu Czecanca obsazeny i dal§i geny s vyznamem pro tvorbu kolorektalnich
polypti ¢i kolorektalniho karcinomu, pro které nebyly nalezeny v této praci zadné
vyznamné genetické varianty? S tim souvisi i ma dal$i otdzka vztahujici se k dalsi
fazi re-analyzy zminované v zavéru diskusni Casti. Zde doporucujete studium dalSich
klinicky vyznamnych gent, které nejsou obsazeny v panelu Czecanca. O které geny
by se mohlo jednat a proc?

Domnivate se, ze by mélo smysl analyzovat epigenetickou modifikaci genu APC ¢i
dal$ich vyznamnych gent pro FAP napf. stanovit jejich methylaéni profil?
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