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Ptredkladana préce, jez byla vypracovana ve forenzni DNA laboratofi
Kriminalistického Ustavu Praha, se zabyva moZnostmi kvantifikace DNA pred STR
genotypizaci. Vzhledem k citlivosti analyzy STR profili ke vstupnimu mnozstvi DNA
templatu je pfesnd kvantifikace vstupniho materialu pro uspésnou STR analyzu klicova.

Prace o rozsahu 79 stran je ¢lenéna do 7 hlavnich kapitol a doplnéna o Shrnuti, seznam
prezentovanych obrazki (14), tabulek (14) a o vycet v textu pouzitych zkratek. Celé prace je
napsana pomé&rné ¢tiveé v anglickém jazyce s minimem pieklept.

Autorka zac¢ina svou praci ponékud netradicné kapitolou Cile prdce, které jsou tii:

— Otestovat pfesnost a opakovatelnost (accuracy and reproducibility) riznych
komer¢nich real-time PCR kvantifika¢nich kitd, pfistrojh a pfistupl se zamétenim
na uziti pro nizké kvantity DNA

— Ov¢tit, zda je na zékladé¢ predchozich nalezii (pozn. oponenta: jakych???) mozné
zavést takovou (pozn. oponenta: jakou???) absolutni kvantitativni hodnotu pro
pouzivani ve forenzni DNA laboratofi

— Provést experimenty, kdy budou pomoci standardni DNA vytvofeny fedici fady,
které pomohou zodpovédét otazky vztahu vstupniho mnozstvi DNA a poctu alel
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uspesné detekovanych raznymi PCR kity

U posledniho cile autorka vysvétluje vyznam absolutni kvantitativni hodnoty (tzv. cut off),
c¢emuz by se vyhnula, kdyby pouZzila standardni fazeni kapitol a jako prvni kapitolu zatadila
Uvod, nikoliv Cile. Formulace jednotlivych cil&i viibec ptisobi tak, jako by ptivodné byla tato
kapitola zafazena ZA Uvod a az pozdgji piedsunuta.

Druhou kapitolu predstavuje Uvod, kde autorka na 19 stranéch shrnuje problematiku
kvantifikace DNA: popisuje metody kvantifikace se zamétenim na real-time PCR. Této
metod¢ a zejména absolutni kvantifikaci je vy€lenén nejvetsi prostor; autorka diskutuje
moznosti tvorby kalibracnich kiivek, zabyvéa se real-time PCR chemii a jejimi principy. Zde
ponékud nelogicky micha vycet a popis zakladnich typt detekéni chemie jako jsou SYBR
Green, PicoGreen, TagMan sondy spolu s kompletnimi kity ~ systémy jiz komer¢né
sestavenymi a uréenymi pro kvantifikaci DNA (napt. AluQuant Human DNA Quantitation



System, Promega Corp.). Nasledna podkapitola ,,Real-time PCR platformy a kity* je z ¢asti
proto opakovanim jiz jednou uvedeného.

Dalsi kapitola ,,Experimentalni postupy* odpovida svou naplni klasické kapitole
,Materidl a metody*. Zde se miizeme seznamit se zasadami prace pii zpracovani biologického
materidlu ve forenzni DNA laboratofi, s pfistroji pouzitymi v této praci, chemikaliemi a
metodami izolace DNA. Nasleduje popis dvou postupil kvantifikace DNA, STR genotypizace
za pomoci 4 genotypizacnich kit riznych vyrobceii a findlni vizualizace STR analyzy pomoci
kapilarni elektroforézy s popisem vzniku moznych artefakt v pribéhu PCR amplifikace STR
lokusi. Doporucila bych do budoucna vyvarovat se laboratorniho slangu ¢i nepfesnych
oznaceni a misto toho pouzivat jiz zavedenou terminologii (napf. misto ,,kosi¢ek*, ptip. ,,box*
pouzit ,,sbérnd zkumavka*; misto ,,96-dirova desticka* radéji ,,96-jamkova desticka“ atd.).

Vlastni vysledky jsou prezentovany na 23 stranach. Autorka adekvatnim zplisobem
prezentuje ziskana data, pro snazsi orientaci pouziva tabulky a obrazky.

V prvni ¢asti se autorka zabyva optimalizaci standardni kiivky. Pfipravila fedici fadu
DNA standardu o 8 koncentracich a pomoci kitu Quantifiler provedla 16 nezavislych méfeni
na pristroji ABI PRISM 7900 HT a 4 méfeni na konkurencnim piistroji LightCycler 480. Zde
mam tyto otazky:

1. Proc¢ pouze 4 méteni na piistroji LightCycler 4807
2. Proc se lisi primérné hodnoty Ct v tabulkach 4.1 a 4.2 (Ct ABI), kdyz by
v obou piipadech mély reprezentovat Ct mefené na stejném pristroji?

Dle hodnot uvedenych v tabulce 4.3 autorka konstatuje, Ze pfi méteni na obou testovanych
piistroji byly pozorovany jen ,,velmi malé rozdily*. Data ziskana na obou pfistrojich
(primérné Ct hodnoty) vSak statisticky uchopena nebyla a dokonce, pii pouziti parového
Studentova t-testu zjistime na hladin€ vyznamnosti 0,05 statisticky vyznamny rozdil (P =
0,018). Autorka téz porovnavala hodnoty naméiené na ABI PRISM 7900 HT s hodnotami
garantovanymi vyrobcem kitu Quantifiler a zjistila ,,velké rozdily u Ct hodnot i hodnot
smérodatnych odchylek* (opét ne statisticky podlozeno). Uvedené rozdily vysvétluje
zpiisobem pipetovani a pouzitim odliSnych pfistroja.

Dale, autorka pro vypocet absolutnich hodnot koncentraci DNA u dvou realnych
vzorki DNA pouzila a porovnala vysledky ze 3 druht kalibracnich kiivek: 1) ptivodni, 2)
zpramérovanou z vice reakci (tzv. smésna, pooled), 3) z jiné reakce s velmi odliSnym Ct. Po
porovnani dale pouziva tzv. smésnou kalibracni kiivku.

Autorka uzavira, ze na zaklad¢ ziskanych dat nelze ud¢€lat jednozna¢né zavéry ohledné
prediktability kvantifika¢nich vysledkii dosazenych pomoci kitu Quantifiler pro nastaveni cut
off hodnoty.

Druha ¢ast kapitoly Vysledky se zabyva vztahem mezi mnozstvim DNA templatu
v reakci a kvalitou DNA profilu ziskaného po amplifikaci pomoci 4 komer¢nich kitli. Autorka
prezentuje zajimavé zjisténi a urcity rozpor v pouzivani zavedenych postupt, kdyz doklada,
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7e dva ze Ctyf testovanych STR genotypizacnich kit vykazuji spolehlivé vysledky jesté pii
vstupnim mnozstvi DNA 62,2 pg/ul, zatimco kit Quantifiler na stanovovani koncentraci DNA
neumoznuje spolehlivé zméfit mnozstvi DNA 65,2 pg.

Posledni ¢ast kapitoly Vysledky se zabyva stanovenim vlivu zmén v jednotlivych
bodech kalibra¢ni kiivky na absolutni koncentraci DNA.

Nésleduje Diskuze, kde autorka rozebira nutnost a kone¢né velmi kvalitn€ vysvétluje
potiebu kvantifikace DNA pfed STR genotypizaci. Ziskané vysledky porovnava se zahrani¢ni
literaturou.

K formélnim neduhim ptedkladané prace patii opakovani jiz diive uvedenych
informaci. Autorka se nevyvarovala nejednotnosti v terminologii, napt. RT PCR vs. RT-PCR,
fluoro metric vs. fluorometric atd. Dale, obrazky by mély byt doprovazeny vysvétlivkami tak,
aby Ctenaf nemusel listovat v textu v nadéji, Ze néjaké vysvétleni k obrazkiim najde. Nejveétsi
formalni nedostatek pfedstavuje zplsob citovani literarnich prament na konci prace
v seznamu literatury. Kromé¢ jiz tradi¢ni chyby, jakou je nejednotnost citacni formy, je nutno
zminit nepfesnost ¢i netiplnost nékterych citaci, ktera znemoziuje jejich zpétné vyhledani
nebo jej v lepSim piipad¢ velmi ztizi, a v nékolika ptipadech nekompatibilitu odkazu v textu a
v seznamu literatury (napft. odliSné roky publikace). Autorka pii vypracovani zavérecného
seznamu literatury pouzivala abecedu jen jako piiblizné voditko, proc¢?

K praci mam dalsi otazky:

1. Proc je pfi rozdéleni vzorkl na kategorie podle Ct hodnot hodnota 37 soucasti dvou
kategorii (str. 51)?

2. Vyvodi KU Praha na zékladé vysledkii predkladané prace n&jaké konkrétni zavéry ve
smyslu zmény standardnich postupt (SOP) a jaké?

S odhlédnutim od nezanedbatelnych nedostatki ve zplisobu citovani pouzitych zdrojt,
které by méla autorka opravit, se domnivam, Ze prace pies vSechny dalsi vytky splnila
zakladni pozadavky na diplomovou préci a proto ji doporucuji podminéné k obhajobé a
navrhuji hodnotit stupném dobfe.

V Praze dne 31. 5. 2011

RNDr. Pavlina Cejkova, Ph.D.





