Oponentsky posudek diplomové prace Bc. Aleny Cerné
"Studium exprese mutantnich alel a stavu X inaktivace ve vztahu ke klinickym
projevum vybranych monogennich X vazanych onemocnéni"

Prace se zabyva porovnanim postupl stanoveni vyvazenosti X-inaktivace a korelaci
vyvazenosti s tizi fenotypovych pfiznakl dvou X-vazanych chorob u Zen. Byly pouzity testy
zaloZzené na masivné paralelnim sekvenovani vyuzivajici porovnani urovni exprese mutovane a
normalni alely kauzalniho genu a porovnani Urovni exprese alel liSicich se jednonukleotidovym
polymorfismem (SNP) ve dvou kontrolnich genech, a testy zalozené na metylaéné senzitivnim
restrikénim $§tépeni ve tfech genech obsahujicich tandemové repetice. Studovany soubor
sestaval ze 34 pacientek s Fabryho chorobou a 5 pacientek s X-vazanou agamaglobulinemii.

Spis ma 86 stran textu véetné dvou pfilohovych tabulek, z toho 15 stran obecného Uvodu,
8 stran metod, 27 stran vysledku a 5 stran diskuse. Autorka cituje témér 150 publikaci.

Diplomova prace ukazuje obrovské nasazeni jak ve spektru pouzitych metod, tak v poctu
provedenych analyz. Autorka prokazuje dobrou orientaci v problematice a schopnost Kriticky
zpracovat velké mnozstvi experimentélnich dat. Jako obvykle je u diplomové prace mozna
oponenta v$ak je i kritizovat, coz zde délam predev§im proto, Ze néco z toho snad autorce
poslouZi v jeji budouci praci. Pfipominky jsou uvedené spise v poradi, jak |ze na moZné sporné
momenty pfi ¢etbé narazit, nez podle dulezitosti.

a) Méné je nékdy vice a urcité by stacilo zabyvat se pouze Fabryho chorobou a nezahrnovat X-
vazanou agamaglobulinemii, kteréa je zpracovana na mnohem mens$im souboru a mensim
poétem metod. Zprehlednily a zjednodusily by se véechny kapitoly prace a velmi usnadnilo jeji
&teni. Pro porovnani vice chorob a §ir§i zobecnéni je tento materidl tak jako tak nedostatecny.

b) Spis lehce trpi nepfesnosti vyjadfovani a nevysvétlenim nékterych dulezitych momentu. Autor
musi odolat pokuseni sklouzavat do hantyrky typu "K alelové specifické expresi (ASE) jsme
dale vyuzili" nebo "Tkarnova specifita odhalila" (abstrakt), kdyz se jedna o studium daného
fenoménu (mohlo by to také dopadnout tak, Zze "Tkanova specifita odhalila absenci tkanové
specifity”). Chapu oznaéeni jedné metody jako pfima relativni kvantifikace transkriptu, kdyz jde
o pomér transkriptu alel kauzalniho genu. Kdyz se Upiné totéz déla u jiného genu, je metoda
oznacena za nepfimou kvantifikaci transkriptu. Ctenaf pochopi, ale terminologie je zavadéjici.
Nelogicky je Obr. 8, ktery v jednom grafu uvadi u genu GLA "dostupnost" (mySleno z kolika
pacientek (z definice heterozygotnich) se podafrilo izolovat RNA (i kdyZ se analyza podle typu
mutace nedéla u véech), a u IDS a LAMP2 "informativnost" (kolik pacientek je heterozygotnich
pro SNP). Ctenar se mize jen domyslet, co znamena véta "Chromosom X nesouci mutovanou
alelu byl uréen na zakladé vysledku pfimé sondy nebo enzymové aktivity." (5.1; podobné jiz i
cile prace). Je to dulezity krok (viz dotazy), tak by mél byt vysvétlen. Mélo by také byt
vysvétleno a c&tenaf by nemél byt nucen si hledat, kde jednotlivée mutace GLA jsou, co
zpusobuji, a jestli se tim da vysvétlit, pro¢ u nékterych neni analyza mozna (5.1.2; viz dotazy).

c) Je vzdy dobré pfisné oddélit, co bylo znamo jiz pfed studii a co je aZ jejim vysledkem. Zde
prfedpokladam, ze mutace byly znamy predem (jejich hledani neni v cilech prace a neni
popsana metoda, byt zacatek diskuse muze vyznit tak, Zze to soucasti studie bylo). Prehled
mutaci by tedy nemél byt ve vysledcich, ale v materialu.



d) Vloudily se drobné formalni chyby, jako nekonzistence v uzivani chromosom/chromozom

f)

(napf. 2.1.1), informativnost/informovanost (4.4.1). Kdyz je fe€ o Zenach, méla by se pouzivat
lidska a ne mySi nomenklatura genu (SRY vs. Sry; 2.1.1). Poget X-vazanych genu by se mél
shodovat (1000 vs. 1500; 2.1.1 a 2.2.4). U Obr. 9 by bylo dobré dat pocty readl v misté
varianty, které jsou znamy a které by ilustrovaly pfesnost, a u Obr. 16 by bylo nazorné pouzit
vzorek s vétsi nevyvazenosti (mély by v souboru byt). Podivné vypada napfiklad i Tabulka 11,
ktera obsahuje jen dvé Cisla. Procentualni vyjadieni je ve vété nad tabulkou, tak tam mohou
byt i pocty. Podobné Obr. 18 a Tabulka 13 jsou redundantni. Zkratky NK a BS se objevuji bez
vysvetleni v 5.2.5, a nejsou ani v seznamu zkratek.

Ctenar je rad, kdyz se v kazdé fazi éteni dopogita tychz poétu jako autor. Viz napf. analyza
GLA, kde bylo pacientek 34, u dvou se nepodafilo izolovat RNA (zbyva 32) a u péti typ mutace
analyzu neumoznil, takZe zbyva 27. Obr. 10 ale uvadi vysledek analyzy GLA u 30 osob. Jsou-li
tam i mutace, kde muze byt pomér transkriptu alel ovlivnén jinymi mechanismy, mélo to byt
feCeno. Podobny nesoulad na nékolika dalSich mistech asi také mohl byt vysvétlen.

V praci se neobjevuji terminy "rekombinace" a "crossing-over”, a¢ ma fenomén na studii jisté
vliv a mél by byt diskutovan i aspof zminén. Konstatovani "Analyzou polymorfismu v genech
IDS a LAMP2 jsme ziskali pomér alel, identifikace divoké a mutované alely je provedena
porovnanim s vysledky poméru alel genu GLA." by platilo, kdyby byly vSéechny tfi geny v tésné
vazbé. Jak ukazuje Obr. 7, testované lokusy jsou rozptyleny podél celého chromozému X a
diky rekombinacim v Zenské meioze se v rodinach kauzalni gen jisté stéhuje mezi ruznymi
chromozémy. To ostatné asi dokladaji i obrazky alel muzu a pfibuznych Zen (napf. Obr. 19 a
dalsi), kde, nejsou-li pfimymi potomky, je nesoulad mezi alelami zpusoben spiSe rekombinaci
nez sklouznutim polymerazy. Rada zobecnéni v praci stavi na absenci rekombinace, aniz by
to bylo zminéno, a &tenafe by uklidnilo, kdyby védél, Ze o tom vi i autorka.

Pro oziveni diskuse si dovolim polozit tfi dotazy:

1) V praci se hovofi o primarni a sekundarni nevyvazenosti X-inaktivace, pficemz primarni se

rozumi nevyvazenost X-inaktivace jiz pfi jejim vzniku, a sekundarni by méla vznikat z puvodné
vyvazené inaktivace selekénimi procesy béhem ontogeneze. Lze vubec prokazat primarni
nevyvazenost a je pro ni néjaka evidence? Nejsou vSechny pfipady pozorované nevyvazenosti
spise dusledkem selekce?

2) U dvou mechanismem na prvni pohled asi podobnych mutaci v kédujici sekvenci GLA (delAT

u pacientky 18 a dupT u pacientky 33) je uvedeno, Ze pfimou analyzu u prvni provést nejde a
u druhé ano. Proc?

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

genu. Vi autorka néco o mechanismu tohoto jevu, a nehrozi jeho interference pfi pouZiti
analyzy transkriptu pro studium X-inaktivace?

Autorka v diplomové praci ukazuje zvliadnuti mnoha molekularné biologickych metod,

dobrou orientaci v problematice a schopnost kritické analyzy vysledkl. Proto jednoznaéné
doporuduiji pfijeti prace jako podkladu pro obhajobu a navrhuji klasifikaci "vyborné" (A).
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