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PfedloZend diplomovd prace studuje moznost uZiti metody ddPCR (droplet digital PCR) k hlubsimu studiu
trialelickych STR patternti vzacné se vyskytujicich ve standardnich autozomdlnich identifikaénich STR profilech.
Vyrazné vyzdvihuji jazykovou Uroven prace a vyborné vyjadiovaci schopnosti autorky — text je hutny, logicky,

a pfitom zcela srozumitelny a Ctivy. Teoretickd ¢ast je zpracovana pfehledné, je uvedeno vie podstatné. Pocet

vécnych chyb, které unikly autoré&iné pozornosti pfi kontrole, je minimalini (zminim str. 17 - If the three alleles in

Type 2 pattern have the same number of repeats, one large peak is generated on electropherogram, which is almost

undistinguishable from normal heterozygote.” — ma byt nepochybné homozygote, nicméné zjevné jde jen o upséani

se, nikoliv neznalost). Préce cituje dostateéné mnoZstvi plivodnich pramend, forméat citaci je spravny.
Cilem prace bylo optimalizovat ddPCR protokol pro detekci poétu kopii (CNV) v oblastech tésné vazanych

k STR lokustim a otestovat funkénost metody na redlnych forenznich vzorcich, v nichs byly pfedchozi fragmentovou

analyzou detekovény trialelické patterny. Tento cil je v praci srozumitelng definovan a je splnitelny, koncept

zpracovani je jednoduchy a logicky, prace ma v ptipadé Gspésného dosazent cile jednoznacny prakticky vystup.
Postup zpracovéni prace je z mého pohledu v zésadé sprévny a po technické/technologické strance nemam
z4dné vyhrady, madm ale nékteré namitky & pFipominky k designu a interpretaci dat, které uvadim v bodech:

e Vybér suspektnich vzorkli — v praci je jako zvolené kritérium vybéru vzorku pro testovani uvedeno pouze
~Electropherogram indicates potential presence of tri-allelic pattern..”, co? nepochybné neni z hlediska
poZzadavkd na experimentdini design dostate¢né. Mélo by byt lépe popsdno, co uZ bylo povaovéno za
potenciaini tri-alelicky pattern a co je$té nikoliv, zvl4$f s ohledem na to, e metoda ddPCR tyto triplikace zhusta
nepotvrdila.

e Srovnani pdvodnich STR profilii s daty z ddPCR — v préci nejsou (ani jako pfiloha) uvedeny STR profily viech
suspektnich vzork{; jsou zde formou obrazku (Figurell, 12, 13, 14) vybérové ukdzany pouze ty trialelické STR
patterny, u kterych poskytla ddPCR vysokou hodnotu. Nelze si tak viibec udélat pfedstavu o tom, jak moc
koreluji data fragmentové STR analyzy a ddPCR; neni nijak statisticky zpracovéna ani diskutovana souvislost mezi
Peak Area Ratio v STR profilu a Copy Number/Ratio STR:AP381 u ddPCR. To je velkd Skoda, protoZe tim zcela
mizi moZnost odpovédét na otazku, zda se néjak lisi tralelické STR patterny vzork(, u kterych ddPCR ukdzala
vy33i CN, od zbytku. Viz otdzka na studentku.

® Interpretace (srovnani soubori suspektnich a kontroinich vzorkil) — vysledek M-W U testu fika, Zze nelze
zamitnout hypotézu, Ze ziskané CN jsou v obou souborech stejné distribuovany, a mezi soubory tedy v tomto
ohledu nenf rozdilu. To Ize ale interpretovat jen dvéma zplisoby. Prvni mozné vysvétleni (autorka kolem néj
v diskusi krouZi, ale nepojmenovava ho pfimo) je, 7e metoda na daném typu vzork( nefunguje, tedy v zdsadé
nerozliSuje mezi vzorky s dvéma a tfemi kopiemi studovaného mista. Druhé (autorkou nezmifiované) je, ze
pavodni trialelické patterny mohou byt ¢asto spise artefakty a nemuseji odrazet skute&ny pocet kopil. Je $koda,
Ze se tomuto autorka nijak déle nevénovala — minimalné tak, e pricité-li velky rozptyl ve vzorcich ziskanych z KU

jejich nizké kvalité, bylo by vhodné ovéfit toto tvrzeni analyzou souboru kvalitnich vzorks pomoci jiz
optimalizované ddPCR, to se ale nestalo. Viz otdzka na studentku.

Otézky:
1) Lisi se n&jak trialelické STR patterny téch vzorkd, u kterych ddPCR ukézala vyssi hodnotu ddPCR, ne?
trialelické patterny zbylych vzork? MdZete tuto existenci ¢i naopak neexistenci rozdilu néjak komentovat?
2) Jak byste postupovala, pokud byste méla podezieni, ze piivodni trialelické STR patterny, zjisténé na KU, jsou
spide artefakty a skute¢ny genotyp je bialelicky?
Pfes nékteré uvedené vyhrady povaZuji préci jako celek za zdafilou, byt se nemohu zbavit dojmu, ¥e byla nakonec

uspéchdna, a doporucuji ji k obhajobé&. Préci navrhuji hodnotit znamkou velmi dobfe.

V Plchu 6.9.2022 Halina Simkové
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