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Nézev prace: Molekularné genetickéd analyza u Niemann-Pickovy choroby typu C

Cile prace
Zavést metody zaloZené na technice PCR/RFLP pro analyzu hladiny transkriptu u
vybranych patogennich mutaci v genu NPCI.

Zavedené metody pouzit pro vysetfeni fibroblastovych kultur pacienti s NPC1.
Zavést sekvenacéni analyzu promotorové oblasti genu NPC1.
Provést sekvenacni analyzu promotoru u pacienta.

U nov¢ prichozi pacientky provést analyzu mutaci v genu NPC1 (sekvenacéni analyza,
pfipadné metoda MLPA).

Autorka zkoumala vlastnosti mutantnich transkiptti u pacienti s Niemann-Pickovou chorobou
typu C1 (deficit NPC1), vyhleddvala polymorfismy v promotoru genu NPC1, vySetfovala
mutace v tomto genu a pomoci metody MLPA hledala vétsi delece ¢i duplikace, které by
nemusely byt béZnou sekvenaéni analyzou nalezeny. Ackoli autorcina teze tvoti soudrzny
celek se zaméfenim na mutantni transkripty a promotorové polymorfismy s moznym
funkénim dopadem na mnozstvi transkriptu, jeji prace je soucasti projektu zaméteného na
vyhledavani pacientd, u kterych na zaklad€ vySetieni molekularni patologie budou testovana
potencialni terapeutika. Tato aplikace ziskanych vysledkii vsak jiz neni soucasti jeji
diplomové prace.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida poZadovanému? ANO
Rozsah prace (pocet stran): 73 stran

Je uveden anglicky abstrakt a kli¢ova slova, ANO

Je uveden seznam zkratek? ANO

Struktura a ¢lenéni prace je pfimefena.

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO

Je napsan srozumiteln€? ANO

Pouzil(a) autor(ka) v reSersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO
Literarni piehled je relativné struény (14 stran), ale obsahuje pfiméfeny a soucasny piehled
literarnich udajti o historii, klinickém obrazu, biochemii a molekularni genetice Niemann-
Pickovy choroby typu C a pfibuznych onemocnéni. Stru¢né je zminéna i 1é¢ba, ale nejveétsi




rozsah ma ¢ast vénovana molekuldrni genetice a biochemii, coz je zcela pfiméfené tématu
prace. Citovany jsou jak pivodni prace, tak 1 prehledné ¢lanky, tam kde je to vhodné. Nejsou
diskutovany morfologické rysy onemocnéni a lysosomalni systém jako celek, ale vzhledem k
zamgéteni prace to asi neni nutné. Klinicky obraz onemocnéni, ktery je kliCovy pro diskusi
vysledki vlastnosti mutantnich alel, je diskutovan podrobné.

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? =~ ANO

Kolik metod bylo pouzito?
Autorka samostatn¢ vyvinula a testovala metody pro stanoveni mnozstvi mutantniho
transkriptu v porovnani s normalni sekvenci u 5 riiznych mutaci. Testovala zda ma na
vysledky zpusob provadéni reverzni transkripce. Dale pak provedla vysetieni u pacientd.
Hodnotila vysledky analyzy fragmenti a za pomoci softwarovych néstroji hodnotila pomér
exprese alel. Déle navrhla primery pro sekvenovani promotorové oblasti genu NPC1, které
provedla u vice osob a u nov¢ diagnostikované pacientky sekvenovala celou. Déle
vySetfovala pomoci metody MLPA pocet kopii exonti genu NPC1 u pacienti. Bézné
vyuzivala zdkladni techniky prace s DNA jako je agarosova elektroforesa, ¢isténi DNA
fragmentti, navrhovani primerti a provadéni PCR amplifikaci atd.
Z textu je zfejmé, Ze u vyuzivanych metod byly provadény piislusné kontrolni testy, slepé
zkousky atd.

Jsou metody srozumitelné€ popsany? ANO
Metody jsou srozumitelné popsany; tam, kde autorka pouzivala komer¢ni soupravy, se Casto
odkazuje na dokumentaci k ptislusné souprave. Predpokladam, ze v téchto ptipadech je
absence uvedeni sloZeni roztoki diisledkem toho, Ze je vyrobce v dokumentaci neuvadi.

Experimentalni ¢ast:
Je vysvétlen cil experimentii? ANO

Je dokumentace vysledkl dostacujici? ANO
Autorka u vysledkl vysetfeni novymi metodami uvadi piiklad typického vysledku, v ptipadé
potieby priklada i1 obrazky, a shrnuti vysledkli u pacientli. VySetteni byla provadéna v
doubletu. Dokumentaci vysledkti povazuji za zcela dostacujici.
U vySetieni variant v promotoru autorka uvadi, ze z vyskytu a frekvenci nalezenych SNP lze
odvodit pfitomnost 6 haplotypti, ale neuvadi podrobnéji, jak k tomuto zavéru dospéla.

Postacuje mnoZzstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?
ANO

Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledka? ANO

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO

Jsou uvedeny n¢jaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky?  ANO

Autorka porovnava své vysledky s publikovanymi udaji z jinych populaci ¢i jinymi
literarnimi udaji. Uvadi, kde na jeji vysledky budou navazovat ostatni v ramci celého projektu
—napft. funk¢ni analyza promotorovych variant pomoci luciferdzového reporterového
systému.




Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO

Zavery jsou strucné, ale dobie shrnuji dosazené vysledky.

Formalni Groven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova Groven):

Literarni tvod je pfiméfené ilustrovan vysvétlujicimi obrazky, experimentalni ¢ast a vysledky
obsahuji hojnost obrazku, vétsinou se jedna o vystupy z pocitacového softwaru, které
umoziuji ucinit si pfedstavu o hodnoceni vysledkli metod. Na n¢kolika mistech autorce pfi
korektute unikly pteklepy ¢i drobné jazykové problémy - viz otazky a pfipominky — ale
nenalezl jsem Zadné zasadni problémy. Citované prace jsou uvadény korektné.

Na dvou mistech autorka pouziva zjednoduSujici oznaceni — napt. u 1é¢by cyklodextrinem
neuvadi, ktery z cyklodextrint je vyuzivan pro 1é¢bu ((2-Hydroxypropyl)-B-cyclodextrin) —
tento udaj je vSak uveden v citované praci. Podobné neni uvedeno, které z oxysterol I1ze
vyuzit pro nove zavadénou biochemickou diagnostickou metodu — podrobnosti jsou opét
uvedeny v citované praci. Ob¢ tyto poznamky se vztahuji k otazkam, které nejsou pro praci
klicové.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Ivona MareSova vypracovala praci, kterd se zabyva aplikaci molekularni genetiky v lidské
medicing a vyzadovala kromé znalosti o metodach molekularni genetiky také pochopeni
medicinskych aspektl a biologie skupiny vzacnych dédicnych onemocnéni. Z predlozenych
vysledkl je zfejmé, Ze vytéené cile prace byly naplnény a laboratorni metody byly provadény
s ptikladnou peclivosti.

I ptes pfipominky ke stru¢nosti literarniho ptehledu a drobné formalni nedostatky,
nepochybuji o tom, Ze autorka prace splnila pozadavky kladené na diplomové prace a
doporucuji jeji praci k obhajob¢.

Otazky a pripominky oponenta:

1. 'V nedavné dobé& byla popsana mozna role NPC1 pii infekcei filoviry. Je u osob s
deficitem NPC1 né&jaky rozdil v rezistenci vici filovirim ?

2. Na vice mistech v praci, napf. na stran¢ 48, popisujete u metody MLPA arbitrarni

hodnoty poméru piku u zkoumaného vzorku a kontrol, jejichz ptekroceni znaci

pritomnost delece nebo duplikace. Jak byly tyto hodnoty odvozeny, da se fici s jakou
pravdépodobnosti signalizuji piitomnost delece ¢i duplikace ?

Jak byly z dat odvozeny haplotypy.

4. Na strané 62 korelujete své vysledky s literdrnimi tdaji o fenotypu pacientu. U mutace
p-Arg404GlyfsX45, kterd vede k pfedcasnému stopkodonu, je pomér v expresi alel
vyrovnany (na druhé¢ alele je missense mutace p.V664M) z cehoz dovozujete, ze u
prvni mutace nedochazi k degradaci transkriptu mechanismem nonsense-mediated
decay. Vzhledem k tomu, Ze stanovuje pomér mezi alelami, ne absolutni mnozstvi
transkriptu, je mozné ze se NMD ¢éstené uplatiiuje a mnozstvi transkriptu z druhé
alely je také snizené ? Jaka vySetieni by bylo moZzné provést k objasnéni této moznosti
o
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Preklepy a jazykové pozndmky




Strana 14 , 2 odstavec - ,,v adultnim véku‘ - nehezka Cestina

strana 19, 2 odstavec - pteklep ,,transmembranvym*

,havaze se opac¢nou tedy* ... ,, navaze se opacnou, tedy*

strana 19, 3 odstavec — pteklep ,,N-terimalni*

strana 19 , posledni odstavec — pieklep - ,,fuknce*

strana 39, druhy odstavec ,,RepeatMesker - RepeatMasker ?, neni odkaz

strana 42 Tabulka 18 : ,,PPP Maser Mix“ - Master mix ?

strana 45 ,,Syst¢éma SALSA ... - Systém ?

strana 47 posledni odstavec ,, Prvnim krokem, je v ramci vzorku pacienta, tzv. vnitini

normalizace, ....“, chybn¢ umisténa carka v souvéti.

10. strana 49 — tabulka ,,fluorescencné fragmenty barvivem HAX* - fluorescencné
znaCen¢ 7 HEX?

11. strana 61 — ,,Analyza mnozstvi transkriptu byla u pacientd vySetiena pomoci metody

PCR* - nehezka cestina. ,, Mnozstvi transkriptu bylo vysetieno “ nebo ,, analyza

mnozstvi transkriptu byla proveden pomoci ...*
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Névrh hodnoceni oponenta (zndmka nebude soucasti zvetejnénych informaci)
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