
Oponentský posudek diplomové práce Bc. Terezy Veselkové
"Využití metody paralelního sekvenováni při stanovováni zešikmeni X inaktivace"

Předkládaná práce se zabývá porovnáním různých postupů stanovení vyváženosti
inaktivace chromozómů X u žen. Byly použity testy využívající metylačně senzitivní restrikční
štěpení ve třech genech, jejichž alely lze odlišit podle délky tandemových repetic, a masivně
paralelním sekvenováním byla sledována exprese tříjiných genů, u nichž bylo možno transkripty
z obou alel odlišit pomocí jednonukleotidových polymoďismů. Tyto postupy byly aplikovány na

kohortu 54 žen pocházejících z rodin trpících různými X-vázanými chorobami.

Vlastní spis má 86 stran textu včetně tří příloh, z toho 20 stran obecného úvodu, 15 stran
metod, 14 stran výsledků a 5 stran diskuse. Autorka cituje přes 120 publikací.

Diplomová práce se mi velmi líbila a všechna níže uvedená kritika je především povinností
vyplývající zmojí role oponenta. Současně jsem byl ičtenářem, který práci četl svelkým zájmem
a zaujetím. Při tom jsem se na několika místech zadrhl a doufám, že předaná zkušenost může
autorce v budoucnu pomoci, Připomínky jsou uvedené spíše v pořadí, v jakém čtenář na možné
sporné momenty při studiu spisu naráží, nikoliv v pořadí důležitosti.

a) Práce je zpracována pečlivě s minimem překlepů a gramatických a významových chyb (např.

s.32 přidli místo přidali, s.61 čtyřech místo čtyř, s.26 a 63 statut místo status, s. 15

"nepřekládají XSi"' místo "nepřepisují X/S7"' apod.). V částech obecného úvodu je stylistická
čistota poznamenána zjevným použitím zdrojů vangličtině (např. s. 15, poslední odstavec).
Oponent musí najít i chyby v referencích (zde nejasná "a" mezi iniciálami (např. Echevarria
2015) arozdíl v počtu uváděných autorů před "et al." (srov. Brown 1991 a Soltanzadeh 2010)).

b) Název mluví pouze o paralelním sekvenování, ale těžištěm (především laboratorní práce, ale i

spisu) jsou metody založené na restrikčním štěpení. Ty jsou vždy uvedeny jako první a
zaujímají i více prostoru. Název práce by měl co nejlépe korespondovat s obsahem a není

ostuda ani chyba se v definitivním názvu práce odchýlit od předem oznámeného tématu nebo

od názvu pracovního, pokud se těžiště práce posunulo nebo změnilo.

c) Znám tradici školícího pracoviště a je mi znám význam termínu "zešikmený" ve statistice a

jeho možné použití pro překlad anglického "skewed", nicméně u inaktivace X bych preferoval

označení za nevyváženou či nerovnoměrnou. Toto určitě není výtka autorce - předpokládám,

že jí školitelka pro obhajobu vybaví argumenty ve prospěch termínu zešikmení. Nejsem si jist,

zda se již jedná o termín ustálený, a pokud ustálený není, tak zda se o jeho ustálení snažit.

d) V odborném textu se nesmí vyskytovat hantýrka, kterou všichni používáme v laboratoři a často
si to již ani neuvědomujeme, Místo "restrikce" by se určitě mělo používat "restrikční štěpení" a
v metodách by se nemělo opakovaně mluvit o "stočení", jen o "centrifugaci". Problematické je i

použití českého slova "esej" pro laboratorní test. Též se nedomnívám, že "HUMARA" je název
konkrétní metody, jak je v práci opakovaně uváděno - je to jeden ze starších aliasů genu ÁR.

e) Pohled na obsah napoví o logické promyšlenosti členění textu. Ve výsledcích je název
"Metody založené na methylačně senzitivní restrikci" uveden u 4.1 a současné u 4.2.2,

zatímco metody založené na analýze transkriptů žádnou vlastní podkapitolu nemají
(umístěnou, jak by se dalo předpokládat, před oddílem 4,2"Porovnání metod").



0 U převzatých obrázků je třeba převzít i části legendy nutné k jejich pochopení nebo tuto
informaci doplnit z hlavního textu zdroje, Např. Obr. ,1 ukazuje profil genů unikajících inaktivaci
v 9 liniích, orgánech, ženách nebo čem vlastně? U Obr, 2 neníjasné, čím se liší šrafované a
nešrafované geny.

g) Vždy je třeba citovat nejnovější poznatky. Zejména ve spojení s formulací "význam akumulace
macroH2A zatím není jasný" působí citace prací zroku 1998 a 2001 poněkud zastarale, a

podobný pocit nastává při čtení obecného úvodu častěji. Lze nalézt mnohem novější práce

zabývající se macroH2A u inaktivace X (byt'význam jeho akumulace nejspíš stále jasný není).

h) Optimalizací metody rozumím testování vlivu změn ingrediencí, koncentrací, teplot, časů apod.
na kvalitu výsledku, a pak výběr optimální kombinace. Toto není v práci dostatečně popsáno.

Osobně bych pro zpřehlednění a zkrácení metod preferoval uvést pouze protokol, kterým byla
generována většina dat, před uváděním protokolů "původních" a "současných" vedle sebe.

i) U práce, která se zabývá několika dílčími tématy, bývá lepší sloučit výsledky a diskusi do
jedné kapitoly a diskutovat pozorování hned po jejich popisu. Jinak může mít čtenář pocit, že
se pokračuje na další téma, aniž by se to současné uzavřelo. Pokud sloučení není
z formálních důvodů možné, lze mít v diskusi podkapitoly pojmenované (a očíslované) stejně
jako podkapitoly výsledků, aby byla orientace snazší,

j) Čtenář je rád ujišt'ován, že si věci vykládá stejně jakou autor, takže zakaždou podkapitolou je

dobré přidat pár shrnujících a zhodnocujících vět, V legendě ke každému obrázku je vhodné
uvést "Je jasně vidět, že,..". Stejně tak čtenář vítá, když dokáže sledovat počty v souborech a
podsouborech, a znejistí např. tím, že RNA byla izolována a sekvenována u32žen (s.31), ale
jednotlivé polymoďismy by|y testovány u menších počtů (29,25 a 12; s.54-58, s.61). U

analýzy transkriptů též úplně chybí primární data, kolikrát byl transkript při sekvenování pokryt,

příp, počty readů z obou alel.

Pro oživení diskuse si dovolím položit tři dotazy.

1) Myslí si autorka (a má svůj názor podložený třeba výsledky předchozích pokusů na školícím
pracovišti), že reakce opravdu potřebuje tzv, pomocný restrikční enzym? Je účinnost štěpení
metylačně senzitivním enzymem v nepřítomnosti pomocného enzymu skutečně nižší?

2) Proč používala autorka k výpočtu výšky a nikoliv plochy píků?

3) V literatuře se objevují práce o časté monoalelické expresi neimprintovaných autozomálních
genů. Ví autorka něco o mechanismu tohoto jevu, a nehrozí jeho inteďerence při použití
analýzy transkriptů pro studium inaktivace X resp. úniku z inaktivace X?

Autorka v diplomové práci ukazuje zvládnutí několika molekulárně biologických metod,

dobrou orientaci v problematice a schopnost kritické analýzy výsledků. Proto jednoznačně
doporučuji přijetí práce jako podkladu pro obhajobu a navrhuji klasifikaci "výborně" (A).

Prof. lng. Zdeněk Sedláček, DrSc.
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