Oponentsky posudek na dizertacni praci doktorandky Mgr. Zuzany Slamové

»Zachyt submikroskopickych aberaci u fenotypové abnormalnich nosicti zjevné
balancovanych chromozomovych prestaveb metodou array-CGH“

Dizertacni prace Mgr. Zuzany Slamové shrnuje vysledky nékolikaletého vyzkumu, jehoz
stéZejnim cilem bylo zhodnoceni vyskytu variant v poctu kopii v mistech zlomu i v jinych
oblastech genomu u fenotypové abnormdlnich nosi¢l zjevné balancovanych
chromozomovych prestaveb. Hlavnim cilem uvedené studie bylo prispét k poznani
mechanismu patogeneze zdanlivé balancovanych aberaci a nalézt pfi¢inu postizeni u
souboru téchto pacientd.

Po formalni strdnce se jedna o disertacni praci psanou klasickou formou, prace obsahuje
celkové 90 stran vlastniho textu, 30 obrazkd a 226 citaci. V kapitole Uvod se autorka
zaméruje na balancované chromozomové prestavby (BCA), popisuje mechanismy jejich
vzniku i dopady na fenotyp pacientd. Ndasledné jsou struéné rozebirdny pouzité
cytogenetické metody pro vysetfovani BCA, od karyotypovani, FISH, array-CGH azZ po NGS, a
dalsi techniky, které byly pouzity pro doplnujici vysetfeni nékterych pacientt. V kapitole Cile
prace autorka jasné definuje hlavni cil i 5 dil¢ich podcil(i, na které se ve své praci zaméfila.
Ziskané nalezy CNV na zlomovych mistech i mimo né autorka poté shrnuje a komentuje
v kapitole Vysledky a diskuze, ktera je zavéru doplnéna rozborem vybranych nalezi CNV a
molekularné genetickymi nalezy u array-CGH negativnich pacientd.

Z mého pohledu pravé tento rozbor predstavuje velmi zajimavou cast prace, protoze
nazorné dokazuje nezbytnost kombinace riznych cytogenetickych i molekularnich technik
pro objasnéni postiZzeni nékterych pacientl (véetné unikatnich nalez(i chromotripse). Tyto
dopliujici analyzy prokazuji i to, Ze autorka nezlstala jen u chromozomovych zmén, ale
zameérila se u nékterych pacientl i na genové mutace. V zavéru prdce je uveden Souhrn
publikaci vramci postgradudlniho studia autorky, ktery obsahuje celkové 5 origindlnich
praci, zc¢ehoz je 1 prvoautorska, u ostatnich je doktorandka spoluautorkou. Vsechny
publikace byly zvefejnény v kvalitnich genetickych ¢i cytogenetickych ¢asopisech.

Je zfejmé, Ze predlozend disertacni prace splnila zadané cile a pfinesla fadu novych
poznatkl. | na relativné malém souboru 54 pacientl doktorandka ziskala znacné mnozstvi
originalnich vysledkd, coz svéd¢i nejen o vyborné laboratorni dovednosti v oblasti
nejpokrocilejsi cytogenetiky, ale i o jeji schopnosti ziskané vysledky spravné interpretovat a
pfi tom zurocit i svoje teoretické znalosti. UZ jen znaéné mnozstvi citaci v reSersi svédéi o
ohromném prehledu autorky. PredloZend autorcina prace navic jasné demonstruje povahu
moderni cytogenetiky, ktera vyZaduje nezbytnost kombinace cytogenetickych, molekularné
cytogenetickych a molekularné genetickych metod (sekvenovani) pro objasnéni pficin



postizeni nékterych pacientll. Ne nadarmo se proto mluvi o soucasné cytogenetice jako o
cytogenomice. PredloZzena prace tak doklada, Zze autorka je jiz pomérné vyzrdlou védeckou
osobnosti.

Osobné si na této disertacni praci cenim nejen skutecnosti, Ze autorka nalezla a popsala
imbalance ve zlomovych mistech BCA, ale prekvapila mne i fada pfidatnych nalezd mimo
zlomovych mist (napf. mikrodele¢ni/mikroduplikacni syndromy), které byly pomérné hojné u
této skupiny pacientl odhaleny. Tento fakt jasné dokazuje nezbytnost a Ucinnost techniky
array-CGH pfi genetickém vySetfovani pacienti s fenotypovymi abnormalitami. Zvyse
uvedenych dlvodl se proto domnivam, Ze neni adekvatni se zabyvat detaily prace, ale
naopak bych spiSe autorce polozil par dopliujicich dotazi a otazek, které mé napadaly
béhem cteni dizertace. Tyto otdzky mohou poslouzit jako zaklad pro diskusi.

1. autorka v praci ¢asto pouzivad pojem CNV (varianta v poctu kopii). Mohla by autorka uvést,
jak jsou presné tyto varianty definovany?

2. na str. 14 autorka stru¢né zminuje v souvislosti s komplexnimi chromozomovymi
pfestavbami terminy chromotripse, chromoanasyntéza a chromoplexe. Ktery ztéchto
mechanismuU se uplatiuje prednostné u vrozenych chromozomovych aberaci a jaké jsou
soucasné hypotézy vysvétlujici mechanismus chromoanageneze?

3. na str. 34 autorka uvadi, Ze pfi vysSetfovani pomoci techniky array-CGH pouzivala
platformy DNA cipU 4x180K. Nikde v praci vSak neni uvedeno, jak ma laborator nastaveno a
verifikovano rozliSeni této platformy. Jaké je tedy minimalni rozliSeni tohoto Cipu pro
mikrodelece/mikroduplikace? Ovérovala autorka nékteré nalezy i jinou metodou?

4. pfi podrobnéjsi studiu indikaci pacientll mné prekvapila skupina R — postizeni pacientu
s Robertsonovskou translokaci. Jedna se o prestavby, které jsou v populaci pomérné casté,
ale nemély by mit vliv na fenotyp. Existuji néjaké populacni studie, jakd ¢ast pacientl
s témito prestavbami je fenotypové abnormalni?

5. stéZejnim cilem prace doktorandky bylo detekovat CNV v mistech zlomu aberaci pomoci
array-CGH, tyto kryptické imbalance byly nalezeny v praci u cca 11 % pacienti. Jak autorka
uvadi, publikované studie popisuji kryptické imbalance v mistech zlom u 20 - 40 % pacient(.
V fadé pripadd vsak byly tyto zmény nalezeny citlivéjSi metodou celogenomového
sekvenovani a prevaind ¢ast patologickych zmén byla spojovana s disrupci genl v mistech
zlomu. Domniva se autorka, Ze v budoucnu bude mozné rutinné vySetfovat tyto prestavby
sekvenovanim?

6. vysetfovanym souborem byli pacienti s primarnim nalezem BCA v karyotypu. Zajimalo by
mne na zaveér, jaky je nazor autorky na pouZivani G-pruhovani v rutinni cytogenetické
diagnostice v soucasné genomické ére. Ma smysl stale provadét klasickou cytogenetiku?



Zavérecné hodnoceni:

Celkové hodnotim dizertacni praci Mgr. Zuzany Slamové jako velmi zdafilou, prace
jednoznaéné splfiuje pozadavky kladené na dizertacni praci v daném oboru.

Vysledky prace byly publikovany v recenzovanych casopisech s IF s praktickym vyuZitim
ziskanych poznatk(l v klinické praxi. Doktorandka ma tvarci schopnosti v oblasti vyzkumu, a
proto jeji praci doporucuji postoupit k obhajobé.
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