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Hlavnim cilem diserta¢ni prace bylo studium extracelularnich nukleovych kyselin
v matefské cirkulaci a roziteni jejich diagnostického vyuziti pro tdely neinvazivni prenatalni
diagnostiky. Autorka prace sledovala Sest metodickych cilii: 1) Urit délku fragmenti fetalni a
celkové extracelularni DNA pfitomné v matetské cirkulaci a zvaZit moZnost zkoncentrovani
extracelularni fetdlni DNA ve vzorku pomoci izolace jednotlivych frakei, 2) Porovnat
zastoupeni fetdlnich bun€k v zanétlivé a nezanétlivé tkani u pacientek s revmatoidni
artritidou, 3) Ur¢it populaéni variace v poétu kopii DYS-14 sekvence (na Y chromozomu) a
posoudit vliv tohoto polymorfizmu na kvantifikaci muZské fetalni extracelularni DNA
v matefské plazmé, 4) Studovat telomery v matefské plazmé a posoudit moznosti jejich
vyuZiti pro G¢ely neinvazivni prenatalni diagnostiky, 5) Detekovat univerzalni fetalni marker,
hypermetylovany RASSF1A, v matefské plazmé a otestovat senzitivitu, specificitu a korelaci
se SRY markerem u t€hotnych Zen s plodem muzského pohlavi, 6) Kvantifikovat
extracelularni fetalni a celkovou DNA v mateiské cirkulaci s vyuZitim RASSF1A, SRY a
GLO markert u gravidit s patologickou placentaci a posoudit moznost predikce pozdg&jsiho
rozvoje zavaznych t¢hotenskych komplikaci souvisejicich s placentarni insuficienci
(preeklampsie a intrauterinni ristova retardace).

Vystupem této disertaéni prace je 5 pivodnich praci v zahraniénich &asopisech s faktorem
impaktu [F>1,9, nejvyssi ma IF~3,0. Autorka je uvedena jako prvni autor na jedné z nich
(prace s nejvy3sim impakt faktorem). Déle jedna publikace, kde autorka figuruje rovnéz jako
prvni autor, je pfipravena k publikaci.

Samotna prace je rozd&lena do osmi kapitol: 1. Uvod, 2. Literarni prehled, 3. Cile prace,
4. Souhrn pouZité metodiky, 5. Vysledky a Diskuze, 6. Zavér, 7. Reference - seznam pouZité
literatury (70 citacf), 8. Seznam publikaci. Kapitolam piedchazi Pod8kovani, Obsah a Seznam
pouZitych zkratek a vyrazi. Dizerta¢ni prace obsahuje 5 obrazki a 1 tabulku.

Disertaéni prace obsahuje viechny néleZitosti. Nejsou v ni zdsadni formalni chyby.
Pon¢kud stru¢ny je na pouhych 9 strankéch a pouze s 1 obrazkem Literarni pfehled.
Vzhledem k tomu, Ze prace pojednava o extracelularnich nukleovych kyselin v mate¥ské
cirkulaci, pfili§ sem nezapada 2. publikace (kde autorka je spoluautorem), analyzujici
zastoupeni fetalnich bun€k v zanétlivé (synovium) a nezanétlivé (kize) tkani u pacientek
s revmatoidni artritidou. Tento ¢lanek se sice zabyva fetdlnim mikrochimérizmem, ale sleduje
problematiku autoimunitnich chorob a nikoliv patologické a fyziologické gravidity. Dale jeho
velkym nedostatkem je fakt, Ze zde nejsou pouZity zdravé kontroly. Daleko podstatngjs by
bylo nalézt takové kompartmenty (jiné neZ synovium), které by byly dostupné, jak od
nemocnych, tak i zdravych, a vysledky méfeni mezi nimi porovnavat. Tento postup by potom
mél vetsi vypovédni hodnotu o roli fetalniho mikrochimérizmu u autoimunit. Ze viech vyge
uvedenych diivodi bych tento ¢lanek zafadila spise pod &arou.



PiedloZend disertaCni prace se zabyva velice atraktivnim tématem: moZnosti analyzy
extracelularni DNA v matefské cirkulaci a jejiho vyuziti pro G¢ely prenatalni diagnozy.
Zatimco variace v po¢tu kopii DYS-14 sekvence a délka telomer se neukazaly jako zcela
vhodnymi markery pro uréeni koncentrace fetalni extracelularni DNA, stanoveni
univerzalniho fetalniho markeru, hypermetylovaného promotoru tumor supresorového genu
RASSFI1A, se jevi piinosem piedevsim pro kvantifikaéni studie a gravidity s Zenskym
pohlavim plodu. Detekce odlisné hladiny metylace ve fetalnich a matetskych butikach je
dostatecn€ senzitivni a specifickd pro uéely prenatainiho skriningu. Obecng, hled4ni novych
pfistupt s cilem zavedeni neinvazivni prenatalni diagnostiky genetickych chorob se povazuje
za velice ambiciézni a vyznamny projekt v 1ékatské genetice.

Dotazy a pfipominky k diserta¢ni praci:

1. Na stranach 26-28 diskutujete o roli fetalniho mikrochimérizmu u autoimunitnich a
nadorovych onemocnénich. M4 fetalni mikrochimérizmus také n&jaky vyznam u
transplantaci?

2. Na stranach 13-14 rozebirate problematiku analyzy rozdilného metylaéniho stavu mezi
matkou a plodem. Na strankach 34-35 pak srovnavate marker SRY na Y chromozomu
versus univerzalni fetalni marker RASSF1A a konstatujete, Ze pii pouZiti markeru
RASSF1A naméfite niZ8i koncentraci fetdlni DNA v matefské krvi a Ze tato nevyhoda
je pravdépodobné zptisobena osetfenim izolované DNA restrikénim enzymem. Dala
by se tato obtiz pfeklenout zavedenim jiné metody na uréeni Grovné metylace (napf.
kvantitativni metyla¢né-specifické PCR)?

3. Z uvedené kazuistiky (obrazka 3-5) vyplyva, Ze u fyziologické gravidity se detekuje
pfibliZzn€ 200 kopii/ml fetalni DNA a kolem 10 000 kopii/ml celkové DNA v mateiské
plazmé. Kolik kopii/ml celkové DNA v plazmé se nachdzi u netéhotné Zeny
v reprodukénim véku?

Zaver: Disertatni prace je prezentovana v péti ptivodnich pracich publikovanych

v zahrani¢nich ¢asopisech s faktorem impaktu IF>1,9. Autorka je uvedena jako prvni autor na
jedné z nich. Tato prvoautorska publikace, uvefejnéna v zahraniénim ¢asopise s impakt
faktorem IF~3,0, otevird nové moznosti neinvazivni prenatalni diagnostiky. Disertace spliiuje
tedy vSechna kritéria, a proto doporucuji udéleni titulu PhD.
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