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Nézev prace: Vyuziti sekvenacnich metod nové generace pro objasnéni fenotypu podobného
CF u pacientd s nejasnou molekularni podstatou onemocnéni

Cile prace

1. Analyticka validace kitu pro NGS CFTR a jeho zavedeni do postupu vysetieni tohoto genu
v laboratoti FN Motol

2. Analyza pacientli s CF fenotypem bez dosud zjisténé molekularné genetické pficiny
onemocnéni pomoci 3 metod (kit Elucigene, MLPA, NGS kit), klasifikace a popis variant
detekovanych NGS kitem + ovéteni potencidlné patologickych nalez Sangerovym
sekvenovanim

3. Navrzeni postupu dal$iho vySetfeni pacientll bez objasnéné molekularni podstaty CF

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO NE

Rozsah prace (pocet stran): 66

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO NE-viz pripominky dale
Je uveden seznam zkratek? ANO NE

Literarni prehled: viz pripominky dale
Odpovida tématu? ANO NE
Je napsan srozumitelné? ANO NE
Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni tidaje z literarnich zdroji? ANO NE
Jsou pouZité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO NE

Material a metody:
Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? = ANO NE
Kolik metod bylo pouzito? 4
Jsou metody srozumiteln€ popsany? ANO NE viz pripominky dale

Experimentalni ¢ast: viz pripominky dale
Je vysvétlen cil experimenti? ANO NE
Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO NE — co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Diskuze: viz pripominky dale
Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledki? ANO NE
Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE
Jsou uvedeny néjaké hypotézy €i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO NE

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni Groven prace (obrazovd dokumentace, grafika, text, jazykova troven):




Pomérné dobra, mnozstvi preklepit a gramatickych chyb je na pfijatelné Grovni, obr. 2 by
mohl mit lepsi grafiku, v metodické ¢asti je obCas pouzivana laboratorni hantyrka vice, nez je
obvyklé, obc¢as jsou michany ¢eské a anglické terminy dohromady.

SpInéni cili prace a celkové hodnoceni:

Jsem ponékud na rozpacich, jak tuto praci hodnotit. Cile prace, tak jak jsou v ni uvedeny,
bezesporu splnény byly. Nemohu se vSak zbavit dojmu, Ze to, co Skolitelské pracovisté na
studentce zifejmé pozadovalo, mohl stejn¢ tak dobte udélat kvalifikovany technik (neznam
ovSem pozadi prace, moznosti Skolitelské laboratotfe a piistup studentky). V praci postradam
jakykoli naznak védeckého problému — studentka dostala za ukol pfedevSim otestovat 30
vzorkl od pacientii s podezienim na CF tfemi (resp. ¢tyfmi) riiznymi metodami, zalozenymi
vétSinou na analyzach, které jsou do zna¢né miry automatizovany. Metodiky ziejmé
nemusela nijak pfizpisobovat, vyuzivala postupii zavedenych na pracovisti nebo navodi
ziskanych od dodavateli komercnich kiti (coz samo o sob¢ nevadi, nicméné alespon
v jednom piipad¢ jsem nabyla dojmu, ze jde o novou, na pracovisti dosud neuzivanou
metodu, a takové vétSinou nelze bez problému hned pouzit). V piipadé, Ze by studentka touto
novou metodou nalezla mutace nedetekované dvéma predchozimi metodami a predevsim
nové alelické varianty, dosud nepopsané v zadné databazi, méla je teoreticky za tukol
klasifikovat ohledné potencialni spojitosti s projevy CF. V metodické ¢asti o tom, jak
provadéla klasifikaci a popis variant, neni vibec nic (zfejm¢ se prosté podivala do
dostupnych databazi a vétSina mutaci, které nalezla, tam jiz byla popsana - budiz). Novou,
dosud nepopsanou variantu nalezla bohuzel pouze jednu, ale o tom, pro¢ ji povazuje za
nepatogenni, nalezneme v praci pouze jednu kratkou zminku v popisku k obr. 28 ve
vysledkové c¢asti. Hypotézy, na jejichz vyvraceni/potvrzeni by méla byt prace postavena,
zcela chybéji.

V ptredbézné ndplni prace uvedené v SIS a schvalené katedrou jsem se také docetla, ze
plvodnim cilem prace ziejmé bylo i1 ,,pracovat na analyze mRNA, kterou studentka sama
navrhne a zavede®, a mozna i1 vySetfit dal§i geny popisované v literatufe ve spojeni s
fenotypovym projevem podobnym cystické fibréze (o téchto genech v celé praci neni ani
slovo). Chci se tedy zeptat, proc tyto pivodné stanovené cile nebyly nakonec feSeny.

Dalsi vétsi problém prace vidim ve znacné povrchnosti Piehledu literatury a v jeho
casteCné prekryvnosti (tykajici se casti vénované CF) s bakalafskou praci studentky
(Molekularn¢  geneticka diagnostika cystické fibrozy, 2.LF UK, Praha 2014,
https://is.cuni.cz/webapps/zzp/detail/139805/). Nejedna se o plagiat, studentka si dala zaleZet,
aby véty pfeformulovala, ale smysl a Casto 1 sled odstavetl (pfipadné 1 sled vét v ramci
odstavcll) zlistava vesmés stejny (v ¢asti vénované CF jsem naSla pouze 5 odstavci, které
nebyly skoro ve stejné podobé& pouzity jiz v praci bakalaiské). Navic autorka v této casti
Cerpala pouze z 28 studii (z toho 7 v cesting), coz je u CF (kterd ma sviy vlastni védecky
Casopis vénovany pouze tomuto onemocnéni) ponckud prekvapivé (ze se jedna o studie
pfedevsim star§iho data by v tomto pfipadé mozna az tak nevadilo). Druha ¢ast Prehledu
literatury, vénovana sekvenovani nové generace, zase vychazi predevSim z prehledovych
¢lanki (celkem 14) a je rovnéz velmi povrchni. Zcela mi také chybélo zasazeni do kontextu a
jakékoliv navaznost na ptedchozi vyzkum skolitelského pracovisté v oblasti CF.

Cesky i anglicky abstrakt jsou naprosto nevystizné, popisuji CF, ale ne to, co a jak bylo
v praci feseno, co vyslo a jaké jsou z toho zavéry.

Pouzité metody jsou na fadé mist popsany ne zcela dostatecné (nékteré dulezité detaily
chyb&ji — viz nize) a zejména v nékterych c¢astech spiSe formou ,laboratorni
kucharky* (v€etné toho, jakou barvu vicka ma urcitd soucdst komercniho kitu nebo do které
— jak zna¢ené — jamicky DNA Cipu napipetovat vzorek).



https://is.cuni.cz/webapps/zzp/detail/139805/

Tézko posoudit, do jaké miry je za uvedené nedostatky zodpoveédna pouze studentka (za
nc¢které — napt. Prehled literatury — pochopitelné ano) a do jaké miry jsou zpisobeny
pozadavky/piistupem Skolitelské laboratofe. Moje celkové hodnoceni tedy zavisi na tom,
jaké jsou v oboru Genetika, molekularni biologie a virologie, akreditovaném v ramci
navazujiciho magisterského programu Biologie na PiF UK, ndroky na pojeti diplomové
prace. O tom, zda tato diplomova prace ma takovou uroveil, aby mohla byt podkladem pro
ziskani magisterského titulu, musi rozhodnout ptislusna komise.

Otazky a pripominky oponenta:

1. Co mysli autorka ,,snizenou funkci syntézy* CFTR proteinu (str. 12)?

2. Tvrzeni o tom, ze na trhu NGS ,,v soucasné dobé¢ dominuji 3 platformy — Roche/454,
[Mlumina a SOLiD* bych rozhodné nepovazovala za pravdivé — od r. 2010, ktery autorka
uvadi jako zdroj tohoto tvrzeni, se hodné zménilo.

3. Jsou znamy né&jaké dalsi udaje o pouZitych vzorcich DNA, resp. o pacientech, jimZ byly
odebrany (kap. 4.1. — podle mého dosti nedostate¢ny popis)?

4. Jak si mam vysvétlit termin ,,zdrava alela®, resp. ,,normalni alela® F508del (str. 22) — kdyz
jde o deleci, téZko to bude ,,zdrava alela*?

5. Chybéji detaily o smési pro PCR (Master mixu?) na str. 22 — alespoil znacka kitu a
dodavatel. Obdobné na str. 29 pro reagencie pouzité pii Sangeroveé sekvenovani.

6. Jaké presné jsou ,,pozadované parametry* pro fragmentacni analyzu (str. 23)?

7. Obr. 7, str. 25 — asi ma byt ,,mutantni alela F508del*?

8. Chybi uvedeni podminek centrifugace pii hybridizaci MLPA sond (str. 27) a fedéni
kontroly knihovny PhiX (str. 41)

9. Co ptesné autorka mysli vyjadienim ,,dlleZité je myslet na stejnou orientaci zkumavek
v centrifuze* (str. 31)?

10. Prométeni na Quibitu = ??? (jde o stanoveni koncentrace DNA ve vzorcich, ale mél by
byt uveden detailnéjsi popis)

11. Koncentrace vzorku v pfecisténych knihovnach se o€ividné pfepocitava na molaritu, ne
na molalitu

12. Jak jsou data z MiSeq analyzovana softwarem Sophia Genetics?

13. Mohla by autorka vysvétlit, co presné mysli pojmy ,,kauzalni* a ,,patogenni* mutace (a
jak mize byt kauzalni mutace CF nepatogenni, napt. Tab. 22)?

14. V zahlavi Tab. 29 by ziejmé mélo byt uvedeno spise ,,nalezené kauzalni (nebo patogenni)
mutace®, protoze v tabulce rozhodné nejsou uvedeny vSechny mutace, které autorka u
uvedenych pacientl detekovala.

15. Pro¢ u vzorkl pacientd ¢. 18 a 23 nejsou v Tab. 29 uvedeny polyT mutace, které byly
detekovany kitem Elucigene?

16. Kapitole 5.4. nerozumim — o jaké vzorky (celkem 26) pouzité k validaci metody se
jednalo a jak presné tato validace probéhla? Slo pouze o srovnani vysledki NGS se
Sangerovym sekvenovanim, a to pouze u vzorki pacientii? Zadné ,,zdravé* kontroly?

17. Jaké byla robustnost metody NGS zjisténd popsanou validaci?

18. SloZeny heterozygot rozhodné neni to, co autorka popisuje na str. 56 (t€¢zko se na jednom
chromozdému miize vyskytovat heterozygot!)

19. Jaké geny, jejichz mutace vyvolavaji onemocnéni podobné cystické fibroze, existuji (str.
57)?

20. V Tab. 19 (vysledky Elucigene testu) neni uvedena mutace 2347delG, ale také zdmena
G>A stejné jako v Tab. 29, nevidim tedy rozdil mezi vysledky Elucigene a NGS.

21. Porovnani Sangerova sekvenovani a NGS (str. 59-60) — zavéry, které zde autorka Cini, tj.
ze Sanger je ve srovnani s [lluminou drazsi a pomalejsi, ale presnéjsi, nebylo tieba slozité
dokazovat; tyto skutecnosti jsou obecn¢ znamé.




22. Jsou mutace v intronech CFTR genu (str. 60) také znamy jako kauzalni/patogenni?
23. Citace Boyle 2013 (Obr. 2) chybi v seznamu pouzité literatury.

Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvefejnénych informaci)

[ ]vyborné [ ]velmidobie [ |dobfe [ |nevyhovél(a)

Podpis oponenta: RNDr. Dana Hol4, Ph.D.




