Posudek oponenta na diplomovou praci: Hledani novych biomarkert
neplodnosti muzii pomoci transkriptomu spermii (Anastasiya Semyakina)

Diplomova prace A. Semyakiny je sepsdna na 62 tisténych stranach s pouzitim 69
referenci a je clenéna klasickym predepsanym zptsobem. DP je zaméfena na hledani
biomarkerti muzské neplodnosti s vyuzitim RNA ¢ipt a q-RT-PCR.

Hodnoceni vysledki z hlediska tviir¢iho ptfinosu

Prace je pokusem o nalezeni biomarkerti neplodnosti. Tvir¢i ptinos v praci je vSak
minimalni a zda se, Ze je spiSe opakovanim obdobnych praci na stejné téma

s vyuzitim stejné, dnes jiz zastaralé, technologie. Domnivam se, Ze samotna
experimentalni ¢innost nemohla zabrat vice nez mésic intenzivni prace, prestoze

k dispozici méla autorka témét dva roky.

Formalni kvalita predloZzeného spisu
Clenéni kapitol je v poradku, trochu mi vadi odstavce o jedné véte ¢i neprehledné
tabulky v kapitole vysledky.

Hodnoceni c¢asti predkladaného spisu

1 Uvod a Literarni piehled

Tyto kapitoly jsou velmi slabé. Zamétuji se na vSeobecné informace a postradaji
zaostieni na konkrétni hypotézy. Na strané 18 je uvedeno, Ze obdobné experimenty
byly provedeny a opublikovany v desitkach praci. Neni mi tedy jasné, proc byl
experiment opakovan stejnou technologii.

2 Material a metody

Nekteré ¢asti metod jsou velmi podrobné (napi. RNA isolace, ptepis atd.) a jiné jsou
slabsi. Za nejslabsi povazuji kapitolu ,Zpracovani dat‘. Naprosto zde chybi jakakoli
informace o tom, jak byla data zpracovana. Neni totiz tolik dilezité, jaky byl pouzit
software, ale jaké byly pouzity postupy. Neni zde a ani v celé diplomové praci
uvedeno, jaké bylo statistické rozlozeni dat, jaky zptisob normalizace byl proto zvolen
(napt. kvantilova normalizace u ne-normaln¢€ rozlozenych dat ¢i ,faktorova
normalizace® u normalné rozlozenych dat). Typ rozlozeni ovliviiuje i vybér vhodného
testu pro ziskani p-hodnot, coz v DP také chybi. Potenciondlni ¢tenaf pak nema
moznost odhadu, zda jsou vysledky ziskany spravné ¢i ne. U g-RT-PCR analyzy také
chybi detaily testu, kterym byly ziskany p-hodnoty. Az ve vysledcich Tab.11 jsem se
dovtipil, ze byl pouzit t-test. Znamena to, Ze byla data normalné rozlozend? Jaky test
byl pro takovy ditkaz pouzit a jaky typ korekce pro opakované testy byl pouzit?

3 Vysledky

V této ¢asti je mnoho tabulek a zadny graf, ktery by ukazoval jaky je vztah mezi daty
z mikro¢ipu a z RT-PCR. Vzhledem k tomu, Ze o¢ekavame (¢i testujeme) linearni
vztah pouzil bych liniovy graf nebo box-ploty, kde na ose X je skupina a na ose Y
jsou exprese z obou experimentl. Z vysledkti jsem pochopil, Ze se podatilo ovéfit
expresi na ¢ipu pomoci RT-PCR u cca 50% diferencialn€ regulovanych RNA. To
naznacuje, ze vyskyt falesn¢ pozitivnich vysledk je u ¢ipu vysoky. To by
naznacovalo, Ze primarni rozlozeni dat nebylo normalni, nebo ze byly u q-RT-PCR
zvoleny malo robustni house-keepingové geny. Jak byly primery vybirany a jakou
metodou? Jak se posuzovala robustnost HK?



4. Diskuze

V diskusi se autorka pokusila na necelych tfech stranach textu rekapitulovat vlastni
vysledky a popisuje, co bylo v jeji praci nejzajimavéjsi. Naprosto ale chybi srovnani
s predchozimi pracemi na stejné téma s vyuzitim stejnych technologii. Autorka
limitovala pfedchozi informace na vétu ,,Obdobnych studii na toto téma s pouzitim
stejnych metod se provadéla cela fada®, aniz by byla tato véta dolozena citacemi ¢i
detailnim srovndnim s vlastnimi vysledky. Prave proto neni jisté, zda prace piinasi
primarni vysledky, nebo odhalila stejné markery jako prace predchozi.

Dil¢i pfipominky k praci a otazky do diskuse

Nemohla byt zvySena exprese nekterych genti (napi. CD46) duisledkem ptitomnosti
jinych leukocyt nez lymfocytl v ejakulatech infertilnich muzi? Autoimunitni
problémy jsou totiz astym diivodem neplodnosti.

Zavér posudku:

Diplomovou préci shledavam jako problémovou, ptesto ji doporucuji k obhajobé, aby
m¢éla autorka moznost se proti tomuto posudku vefejné postavit a vyvratit mé
argumenty.
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