Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Terezy Veselkové
"Vyuziti metody paralelniho sekvenovani pri stanovovani zesikmeni X inaktivace"

Predklddana prace se zabyva porovnanim ruznych postupl stanoveni vyvazenosti
inaktivace chromozoému X u zen. Byly pouzity testy vyuzivajici metylaéné senzitivni restrikéni
Stépeni ve tfech genech, jejichz alely Ize odliSit podle délky tandemovych repetic, a masivné
paralelnim sekvenovanim byla sledovana exprese tfi jinych gen(, u nichz bylo mozno transkripty
z obou alel odliSit pomoci jednonukleotidovych polymorfismU. Tyto postupy byly aplikovany na
kohortu 54 zen pochazejicich z rodin trpicich raznymi X-vazanymi chorobami.

Vlastni spis ma 86 stran textu véetné tfi pfiloh, z toho 20 stran obecného uvodu, 15 stran
metod, 14 stran vysledku a 5 stran diskuse. Autorka cituje pfes 120 publikaci.

Diplomova prace se mi velmi libila a vSechna nize uvedena kritika je pfedevsim povinnosti
vyplyvajici z moji role oponenta. Soucasné jsem byl i Ctenafem, ktery praci Cetl s velkym zajmem
a zaujetim. Pfi tom jsem se na nékolika mistech zadrhl a doufam, ze pfedana zkusenost muze
autorce v budoucnu pomoci. Pfipominky jsou uvedené spiSe v pofadi, v jakém ctenaf na mozné
sporné momenty pfi studiu spisu narazi, nikoliv v pofadi dulezitosti.

a) Prace je zpracovana peclivé s minimem preklepu a gramatickych a vyznamovych chyb (napf.
s. 32 pfidli misto pfidali, s. 61 Ctyfech misto Ctyf, s. 26 a 63 statut misto status, s. 15
"nepiekladaji XIST" misto "nepfepisuji XIST" apod.). V &astech obecného uvodu je stylisticka
Cistota poznamenana zjevnym pouzitim zdroju v angli¢tiné (napf. s. 15, posledni odstavec).

Oponent musi najit i chyby v referencich (zde nejasna "a" mezi inicialami (napf. Echevarria
2015) a rozdil v poc¢tu uvadénych autort pred "et al." (srov. Brown 1991 a Soltanzadeh 2010)).

b) Nazev mluvi pouze o paralelnim sekvenovani, ale tézistém (prfedevsim laboratorni prace, ale |
spisu) jsou metody zalozené na restrikénim Stépeni. Ty jsou vzdy uvedeny jako prvni a
zaujimaiji i vice prostoru. Nazev prace by mél co nejlépe korespondovat s obsahem a neni
ostuda ani chyba se v definitivnim nazvu prace odchylit od pfedem oznameného tématu nebo
od nazvu pracovniho, pokud se tézisté prace posunulo nebo zménilo.

c) Znam tradici skoliciho pracovisté a je mi znam vyznam terminu "zeSikmeny" ve statistice a
jeho mozné pouziti pro preklad anglického "skewed", nicméné u inaktivace X bych preferoval
oznaceni za nevyvazenou ¢i nerovhomérnou. Toto ur€ité neni vytka autorce - predpokladam,
Ze ji Skolitelka pro obhajobu vybavi argumenty ve prospéch terminu zeSikmeni. Nejsem si jist,
zda se jiz jedna o termin ustaleny, a pokud ustaleny neni, tak zda se o jeho ustaleni snazit.

d) V odborném textu se nesmi vyskytovat hantyrka, kterou vSichni pouzivame v laboratofi a ¢asto
si to jiz ani neuvédomujeme. Misto "restrikce" by se urcité mélo pouzivat "restrikéni stépeni" a
v metodach by se nemélo opakované mluvit o "stoeni", jen o "centrifugaci”. Problematické je i
pouziti Ceského slova "esej" pro laboratorni test. Téz se nedomnivam, ze "HUMARA" je nazev
konkrétni metody, jak je v praci opakované uvadéno - je to jeden ze starSich aliasti genu AR.

e) Pohled na obsah napovi o logické promysSlenosti ¢lenéni textu. Ve vysledcich je nazev
"Metody zalozené na methylaéné senzitivni restrikci" uveden u 4.1 a soucasné u 4.2.2
zatimco metody zalozené na analyze transkript zadnou vlastni podkapitolu nemaji
(umisténou, jak by se dalo predpokladat, pfed oddilem 4.2 "Porovnani metod").



f) U pfevzatych obrazku je tfeba prevzit i ¢asti legendy nutné kjejich pochopeni nebo tuto

informaci doplnit z hlavniho textu zdroje. Napf. Obr. 1 ukazuje profil genli unikajicich inaktivaci
v 9 liniich, organech, zenach nebo ¢em viastné? U Obr. 2 neni jasné, ¢im se liSi Srafované a
nesSrafované geny.

g) Vzdy je tfeba citovat nejnovéjsi poznatky. Zejména ve spojeni s formulaci "vyznam akumulace

macroH2A zatim neni jasny" pusobi citace praci z roku 1998 a 2001 ponékud zastarale, a
podobny pocit nastava pfi ¢teni obecného uUvodu Castéji. Lze nalézt mnohem novéjsi prace
zabyvajici se macroH2A u inaktivace X (byt vyznam jeho akumulace nejspi$ stale jasny neni).

h) Optimalizaci metody rozumim testovani vlivu zmén ingredienci, koncentraci, teplot, ¢asl apod.

na kvalitu vysledku, a pak vybér optimalni kombinace. Toto neni v praci dostate¢né popsano.
Osobné bych pro zpiehlednéni a zkraceni metod preferoval uvést pouze protokol, kterym byla
generovana vétsina dat, pred uvadénim protokoll "plvodnich" a "souc¢asnych" vedle sebe.

U prace, ktera se zabyva nékolika dil¢imi tématy, byva lepsi sloucit vysledky a diskusi do
jedné kapitoly a diskutovat pozorovani hned po jejich popisu. Jinak mize mit étenar pocit, ze
se pokracuje na dalsi téma, aniz by se to soucéasné uzavrelo. Pokud slouc¢eni neni
z formalnich duvodd mozné, Ize mit v diskusi podkapitoly pojmenované (a ocislované) stejné
jako podkapitoly vysledku, aby byla orientace snazsi.

Ctenaf je rad ujistovan, ze si véci vyklada stejné jakou autor, takZe za kazdou podkapitolou je
dobré pfidat par shrnujicich a zhodnocujicich vét. V legendé ke kazdému obrazku je vhodné
uvést "Je jasné vidét, ze...". Stejné tak Ctenar vita, kdyz dokaze sledovat pocty v souborech a
podsouborech, a znejisti napr. tim, ze RNA byla izolovana a sekvenovana u 32 zen (s. 31), ale
jednotlivé polymorfismy byly testovany u mensich poc¢tu (29, 25 a 12; s. 54-58, s. 61). U
analyzy transkriptl téz UpIné chybi primarni data, kolikrat byl transkript pfi sekvenovani pokryt,
pfip. pocty readl z obou alel.

Pro oziveni diskuse si dovolim polozit tfi dotazy:

1) Mysli si autorka (a ma svuj nazor podlozeny treba vysledky pfedchozich pokuslt na skolicim

pracovisti), ze reakce opravdu potfebuje tzv. pomocny restrikéni enzym? Je ucinnost Stépeni
metylaéné senzitivnim enzymem v nepfitomnosti pomocného enzymu skuteéné nizsi?

2) Pro€ pouzivala autorka k vypoctu vysky a nikoliv plochy piku?

3) V literatuie se objevuji prace o ¢asté monoalelické expresi neimprintovanych autozomalnich

genl. Vi autorka néco o mechanismu tohoto jevu, a nehrozi jeho interference pfi pouziti
analyzy transkriptl pro studium inaktivace X resp. Uniku z inaktivace X?

Autorka v diplomové praci ukazuje zvladnuti nékolika molekularné biologickych metod,

dobrou orientaci v problematice a schopnost kritické analyzy vysledkl. Proto jednoznacéné
doporucuji pfijeti prace jako podkladu pro obhajobu a navrhuiji klasifikaci "vyborné" (A).
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