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Véc: Oponentsky posudek na dis ertacni praci

Vazeny pane profesore,

v priloze zasilam svij oponentsky posudek na disertacni praci , kterou predklada Mgr.
Patricia Alejandra del Pilar Norambuena Baraquet, Ph.D. -,,MOLECULAR GENETIC
DIAGNOSTICS OF CYSTIC FIBROSIS, HYPERHOMOCYSTEINEM IA-RELATED
DISORDERS AND MALE INFERTILITY: VALIDATION AND APPLICATION OF HIGH
RESOLUTION MELTING*“

Se srde¢nym pozdravem!

Doc. RNDr. Radek Vrtél, Ph.D.
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Oponentsky posudek na disertacni praci nazvanou ,Molecular genetic
diagnostics of cystic fibrosis, hyperhomocysteinemia -related disorders and
male infertility: validation and application of High Resolution Melting “,
autorka: Mgr. Patricia Alejandra del Pilar Norambuena

Olomouc, 1. zari 2012

Prace byla vypracovana na Ustavu biologie a lékafské genetiky 2. LF UK a FN Motol
v ramci pracovni skupiny vedené prof. MUDr. Milanem Mackem, DrSc.
Mgr. Patricia Alejandra del Pilar Norambuena pfispéla z hlediska feSeného tématu poznatky o
vyuZziti metody HRM p¥i molekularni diagnostice uvedenych on emocnéni. Dale se podilela na
vytvoreni souboru doporuceni pro validaci této m etody pro rutinni diagnostické Gcely .
Préace je psana velmi srozumitelnou anglictinou, je ¢lenéna na kapitoly: Uvod, Cile disertace,
Vysledky a diskuse pfiloZenych publikaci a Zavéry. Témto kapitolam je vénovano prvnich 54
stran, véetné Sesti obrazkd a ¢tyr tabulek . Pfedchazi jim Seznam zkratek, ktery je na str. 9, pak
nasleduje Prehled obsahu. Od strany 55 po stranu 105 pokracuji kapitoly Reference, Seznam
publikaci, poster(, $koleni a presentaci a Publikacni pfilohy. Jak je zfejmé uz ze samotného
nazvu, je tematicky rozsah predloZené préace velmi Siroky. Spojovacim ¢lankem je predevsim
vyuZziti techniky HRM v diagnostice a jeji standardizace.

Hodnoceni predloZené disertacni prace sleduje nasledujici oponentska kritéria:

1/ Uvod do problematiky

Magr. Patricia Alejandra del Pilar Norambuena pfedloZila jako disertacni préaci souhrn
vysledkd své prace na Ustavu biologie a Iékafské genetiky 2. LF UK a FN Motol . Préce se
zabyva: popisem, epidemiologii a diagnostikou cystické fibrozy, hyperhomocysteinemii a
MTHFR, dédi¢nou trombofilii a opakovanymi potraty. V rdmci muzské infertility: definici a
klasifikaci idiopatické infertility, genetickym pozadim a kandidatnimi faktory muzské infert i-
lity, vySetfovanim polymorfismu ADP-ribosyltransferazy 3. Dale je rozebirana technika HRM
co do moznosti mutacniho scanningu gend a pro Gcely genotypizace.

Jsou feseny metody validace genetickych test(: zajisténi kvality v molekularné genetickém
testovani, validace a verifikace.

2/ Cile disertacni préace

I. P. Pavlova 6 fax: +420 585 413 841 Bank. spojeni: Ceskaé spoiitelna, a. s. IC:v00098892
775 20 Olomouc e-mail: info@fnol.cz Cislo Gétu: 2934392/0800 DIC: CZ00098892
tel: +420 588 441 111 www.fnol.cz


info@fnol.cz
www.fnol.cz

l ' FAKULTNI NEMOCNICE

OLOMOUC

V préci jsou feSeny tfi aplikace HRM v klinicko diagnostické praxi u CF, chorob sou-
visejicich s hyperhomocysteinémii a u muzske infertility. HRM technika byla optimalizovana
a validovana pro rychlou a spolehlivou DNA diagnostiku.

1) U CFTR genu byla HRM vyuZita pro scanovani v ramci hledani neznamé vzacné
mutace pro potvrzeni diagnozy.

2) Zavedeni HRM u malych amplikonl v ramci genotypizace nejcastéjsich variant ge-
nu MTHFR.

3) Byl studovén vliv ART3 varianty rs6836703:G>A na naruseni spermatogeneze u
Ceske muzskeé populace.

3/ Aktudalnost zvoleného tématu

Mgr. Patricia Alejandra del Pilar Norambuena s kolegy z Ustavu biologie a lékafské
genetiky 2. LF UK a FN Motol v ramci této souborné prace feSi dva velmi aktualni dkoly:
ekonomickeé a pfitom spolehlivé vySetfovani sledovanych poruch.

Ekonomicnost vysetfeni je zcela zasadni v ramci potieby snizovani nakladd na mol e-
kularni diagnostiku. V ramci dal$iho aktualniho aspektu fesené prace musim zdiraznit, ze

uvedené ¢lanky jsou podkladem pro zavadéni systému jakosti i v ostatnich lab oratofich v CR.

4/ Strucény rozbor vysledk( habilitacni prace

Autorka dobfe zvladla problematiku uvedenych geneticky podminénych poruch, pe r-
fektné ovladla techniku HRM i jeji modifikace. Dokonale zvladla zasady zavadéni systému
jakosti.

Kromé jinych praci Patricia Norambuena uvadi Ctyfi publikace v impaktovanych Ca-
sopisech, pficemZ ve dvou z nich je prvni autorkou. Je €lenkou skupiny EuroGentest Val i-
dation Group, kterd ma zcela zasadni vyznam ve standardizaci molekularné genetickych test(
v zemich Evropy.

Dokladem pilné a soustavné prace je i prehled deseti posterd a Sesti prednasek, kde ve
vice nez poloving je prvoautorkou.

5/ Pouzité metody v ramci disertacni prace

Metoda HRM je velmi G€innou scaningovou a jak bylo v praci dokéazano, pfi vhodné
modifikaci, i dobrou screeningovou technikou.

V ramci validaénich postupll je zéarukou velmi dobré metodické Grovné uz samotné
Clenstvi v EuroGentest Validation Group. Jak jiZz bylo zminéno, uvedené ¢lanky se staly pod-
kladem pfi zavadéni systému jakosti v dalSich laboratofich.

6/ Nové poznatky disertaCni prace

Studentka detailné probrala r(izné aspekty aplikace HRM, zmifiuje obtiZnost rozlise ni
mezi homozygotnimi genotypy (jedna se o logicky problém pfi diagnostice autozomalné rec e-
sivnich onemocnéni).
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Zmensenim délky amplikond se zvySuje schopnost diskriminace mezi genotypy a
vzrlsta citlivost HRM techniky.

Varianta rs6836703:G>A je rizikovy faktor pro o ligozoospermii i v ¢eské muzské po-
pulaci. Radi se budeme podilet na potvrzeni tohoto zjisténi analyzou naseho souboru pacientd.

V ramci validace kvalitativnich testd je tfeba mit na paméti, moZnou existenci ne
dvou, ale &tyf kategorii vysledkl (skutecné po zitivnich, fale$né pozitivnich, falesné negati v-
nich a skutecné negativnich). Validace metod je v publikacich detailné FeSena.

7/ VVyznam pro spoleCenskou praxi a pro dalsi rozvoj oboru

DisertaCni prace a publikované vysledky jsou dalsim krokem ke zdokonaleni diagnos-
tickych metod vy3etfovanych poruch v Ceské republice. VyuZiti HRM prispiva k ekonomi c-
kému a pfitom spolehlivému molekularné genetickému testovani a odpovida podminkam
Ghrady diagnostické péce ze strany naSich zdravotnich pojiStoven. Implementace testu varian-
ty rs6836703:G>A v ramci reprodukeni mediciny a zjisténi jeji populacni distribuce vzhledem
k muzské infertilité patfi k praktickym vystuplim této disertacni prace. Rozpracovani validac-
nich postupt se stalo modelem i pro ostatni laboratore za vadéjici systém kontroly jakosti.

Na studentku mam nésledujici dotazy:

1. V Uvodu na str. 14 uvadi, Ze ve Spojenych statech je prlimérna délka Zivota CF pa-
cienta 32 rokd. Vzhledem k jistym odlinostem zdravotnictvi v USA a v CR bych
prosil studentku, zda by mohla uvést, jaka je soucasna situace u nas?

2. Odlisna distribuce mutaci v rliznych etnickych skupinach je zfejma a zcela poch o-
pitelna a zde je statistika z USA velmi pfihodna. Citovana frekvence 1:100 000 u
asijskych Ameri¢an(i vSak neodpovida citovanému prenaseéstvi 1 z 90. Ktery
z Udajd odpovida realité?

3. Na str. 23 v kapitole o muzské infertilité autorka spravné uvadi, Ze nejCastéjsi vy-
skyt mikrodeleci chromozomu Y byva v oblasti AZFc. Studentka uvadi, Ze tato de-
lece zpUsobuje azoospermii nebo téZkou oligozo ospermii. Nebyly mikrodelece
AZFc pozorovany i u nékterych norm ospermiki?

Zaveér: DisertaCni prace je vécna a ma velmi dobrou védeckou uroven. Navzdory Siro-
kému tematickému zabéru je prace prehledna a svédCi o rozsahlém zapojeni studentky do ak-
tivit Ustavu. PfedloZené publikace se rovnomérné zabyvaji v§ emi feSenymi tématy a prokazuji
prfedpoklady autorky k samostatné tvorivé védecké préaci.

Zverejnéné vysledky prosly zasvécenym kritickym hodnocenim v renomovanych Ca-
sopisech, coZ jednoznacné sveédCi o potfebnych znalostech autorky v prezentované problema-
tice i ve studovaném oboru.

Na predlozené préaci jsem nenaSel Zadné podstatné nedostatky a mohu ji tak plné dopo-
rucit k obhajobgé, nebot’ odpovida svym obsahem a rozsahem paragrafu 47 odstavce 4 Zakona
o0 vysokych Skolach (€. 111/1998 Sh).

Na zakladé vySe uvedenych skute¢nosti doporucuji tuto praci pfijmout v pfedloZené
formé k obhajobé a na zakladé Uspésné obhajoby doporucuji uchazecce udélit akademicky

titul Ph.D.
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