Oponentsky posudek diplomové prace:

Bc. Michaela Klugerova:
Molekularn & geneticka analyza chromozomalni oblasi 8q24 u pagiti s
trichorhinofalangealnim syndromem nebo izolovanymiexostdézami

V predloZené diplomové praci autorka uvadi vysledkyekdarre genetické analyzy gé&irRPSL
a EXT1 u souboru nemocnych s trichorhinofalangealnim symeém a/nebo s mnobetnymi
exostézami.

Prace ma 69 stran vlastniho textu, je forgahtlivé zpracovana, jen s nemnohldepy nebo
stylistickymi neobratnostmi. V 33-strankolterarni reSerSi podavé autorka podrobnyghled
sowasnych znalosti o klinickych symptomech trichorfiat@ngealniho syndromu typu L1l a Ill a
syndromu mnohgetnych exost6z a o molekularni podstatedenych onemoeni. Frehled je
doplnén ndzornou obrazovou dokumentaci s uvedenimiitet& zdrofi. V metodické ¢asti podava
autorka na 22 stranachemled pouzitych metod, ktery zahrnuje izolaci geoe&nDNA, analyzu
genovych deleci génTRPSL a EXT1 metodou MLPA, detekci mutaci v jednotlivych exomeenu
TRPSL metodou pimého sekvenovani PCR produktu (toto bylo provedsmaisnim pracovisin) a
zpasob hodnoceni ziskanych dat. Zvolené metody jgimgpené citim prace a f reSeni byly vhodé
kombinovany, jejich pouZziti ad/odréno. Na 8 stranach prace jsou uvedeysledky provedenych
analyz: sekverimi analyzou jednotlivych exdrgenuTRPSL a MLPA analyzou gehTRPSL aEXT1
autorka detegovala pragabdobré kauzalni mutaci u 3 z 8 vy$evanych paciefits
trichorhinofalangealnim syndromem a u 1 z 8 nemolesrsymnohéetnymi exostézaml.iteratura

zahrnuje 121 citaci.

K praci mam tyto fipominky:

1. Jiz mnoho let existuji vSeobearespektovana dopateni formalniho zapisu genetickych variant a
jejich predpokladanéhotgledku na Urovni proteinug¢etns uvedeni referemi sekvence, viz.
http://lwww.hgvs.org/mutnomen/. Je proti@kvapujici, Ze autorka uziva nespravny zapisépést
varianty na urovni DNA (str.66), a ani se nepokaugépis pedpokladanychicsledki zjistenych
mutaci na urovni proteinu. Dopaji spravné zapisy doplnitpobhajol# diplomové préace.

2. Tvrzeni, Ze ze sekvenace exonu 4 geRRS nelze uéit, zda delece 6nt a inserce 37nt jsou ve fazi
cis nebotrans (str.72) neni spravné, jiz z obr. 16 Ize odvathtdelece i inserce jsou na témze
chromozomu. Dopokiuji porovnat hypoteticky elektroforeogram obou mueti se skutné

zjistenym.

3. Pokles jediného piku (signaluj pnalyze MLPA nelze bez dalSiho&eni interpretovat jako
post&ujici prikaz delece exonu 11 geBXT1. Je nutno finejmensim sekverai analyzou o¥fit, Ze

v misg nasedani sond neriifpmna varianta, ktera brani hybridizaci, elegardatgcasto technicky



obtizny, je piikaz junkniho fragmentu, nebo Ize pouzit kédeni jiny MLPA kit, v tomto pipack

P215, kde jsou pro exon 11 dva signdly. V kazdéwepE, pokud tyto doplujici analyzy nemohly

byt z jakychkoliv divodi provedeny, réfly byt v praci diskutovany.

4. Ve srovnani s literdrnimi Gdaji ma autorka ueigzaného souboru nizsi zachyt mutaci. Je Skoda,
Ze i charakterizaci vySébvaného souboru neuvedla haptabelarni forra symptomy pitomné u
jednotlivych vySaiovanych nemocnych, resp. srovnani fenotypu nemdcayrokazanou mutaci a

pacienti negativnich.

Autorce bych ctia poloZzit nasledujici otazky:

1. Jak se podle dopateni HGVS popiSi zjighé varianty?

2. Jak by se liSila délka amplikibexonu 4 genTRPSL, pokud by byly delece a inserce ve fégj a
jak, pokud by byly ve fazrans?

3. Kde gesrg nasedaji hybridizani sondy pro detekci exonu 11 geBXT1? Je v mistjejich
hybridizace popisovanajaka varianta?

4. Jakymi metodami by bylo mozZnod&it, zda varianty gentiRPSL zjiSttné u pacientky¢.12 jsou ve
fazi cis nebotrans?

Zavér. Pres vySe uvedené&ipominky za¥rem konstatuji, Ze Bc. Michaela Klugerova prokazala
schopnost prace s odbornou literaturodrslolat i biologického materialu, zvladla pethné
laboratorni metody, samostatnou praci ziskala @rpetélni data, tato interpretovala a vysledky
diskutovala v kontextu séasnych poznatkve studované oblastir€dloZzen& prace vyhovuje
narokim kladenym na diplomovou praci, dopéuii ji k obhajol a hodnotim ji klasifiké&nim

stuprém velmi dobre.
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