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Oponentsky posudek na doktorskou disertacni praci Ing. Hany Ziinové

Nazev prace: ANALYZA GENOMICKYCH VARIANT U PACIENTU S NEUROVYVOJOVYM ONEMOCNENIM SE
ZAMERENIM NA EPILEPSIE

Predkladana disertacni prace ing. Hany Zlnové se zabyva analyzou genetické pficiny rozvoje epilepsii
s vyuZitim celogenomové metody komparativni genomové hybridizace na ¢ipech (aCGH). Prvni ¢ast disertacni prace
predstavuje Uvod do problematiky epilepsii a dalSich neurovyvojovych onemocnéni (NVO) a shrnuje soucasné
poznatky o genetickych a negenetickych faktorech, které se vyznamné podileji na jejich vzniku. V samostatnych
kapitolach se pak autorka vénuje variantam v poctu kopii (CNV), mechanismu jejich vzniku, Uloze CNV pfi vzniku
onemocnéni, jejich klasifikaci a rovnéz metodam jejich detekce. Cile disertacni prace jsou formulovany na strané 36
a patfi k nim detekce novych unikatnich CNV metodou aCGH, identifikace gen(i potencialné kauzalnich pro rozvoj
epilepsii, a dale zhodnoceni klinického vyznamu zachycenych aberaci.

Prace je zaloZena na vysledcich detailni analyzy souboru 400 osob vSech vékovych kategorii s epilepsii
vydetfenych v UBLG 2. LF UK a FN Motol v letech 2016-2021, u nich? bylo provedeno celogenomové vysetfeni
metodou aCGH, zamérené na detekci CNV. Metodou aCGH bylo v celém souboru detekovano celkem 2 730 CNV,
ztoho 86 CNV detekovanych u 76 jedincd bylo vyhodnoceno jako potencialné klinicky relevantni a Ctyfi jako
sekundarni nalez bez souvislosti s fenotypem pacienta. Genetickou pficinu rozvoje epilepsie se podafilo objasnit u
30/400 pacient( (7,5 %). Dosazené vysledky jsou velmi detailné popsany diskutovany na stranach 47-107.

Po odborné i formalni strance je disertacni prace Ing. Zinové dobie promyslena a velmi peclivé zpracovana.
Text je psany vybornou cestinou pouze s minimem gramatickych chyb (nejcastéji se jedna o chybéjici nebo chybné
uvedené carky ve vétach - napf. str. 33, 56, 61). Jedna se o klasickou formu disertacni prace, kterd ma celkem 127
stran textu véetné seznamu literatury. Vlastni text ma 95 stran a je ¢lenén na kapitoly Uvod, Cile, Materidl a metody,
Vysledky a diskuze a Zavér. Prace je doloZena extrémné vysokym poctem citaci pouzité literatury (celkem 461
referenci), které svédci o mimoradném rozhledu autorky v dané problematice. Je doplnéna celkem 31 obrazky, osmi
grafy a 15 tabulkami. K préci je pfiloZena jedna prvoautorska publikace z roku 2023, kterd byla publikovana
v ¢asopise American Journal of Medical Genetics (IF 2.578).

K predlozené praci mam par pripominek:
(1) V seznamu zkratek je na str. 11 u zkratky WGS uvedeno Celoexomové sekvenovani (misto celogenomové).
(2) Na str. 33 se autorka dopousti mirné nepresnosti, kdyz rika, ze zakladnim principem metody CGH (komparativni

genomova hybridizace) je hybridizace dvou odlisnych nejcastéji fluorescenéné znacenych DNA. Pokud se nepletu,
tak u této metody se pouzivalo vyhradné fluorescencni znaceni.

(3) Dalsi nepresnost je na str. 34, kde v prvni vété autorka fika, Ze nizkd rozliSovaci schopnost a nutnost ziskani
metafaznich chromosomti vedly k nahrazeni metody CGH metodou komparativni genomové hybridizace na ¢ipech
(aCGH). Nicméné ani u pavodni metody CGH nebylo nutné ziskani metafaznich chromosomu studovaného pripadu.


http://www.vfn.cz/
http://intranet.vfn.cz/

VSEOBECNA FAKULTNi NEMOCNICE V PRAZE
U Nemocnice 499/2, 128 08 Praha 2 | www.vfn.cz, http://intranet.vfn.cz

Centrum nadorové cytogenomiky ULBLD

VFN PRAHA U Nemocnice 499/2, 128 08 Praha 2

Princip této metody byl rovnézZ zaloZen na hybridizaci dvou rozdilné znadenych DNA (studované a kontrolni) na
templat, kterym v tomto ptipadé nebyl Cip ale cytogeneticky preparat s normalnimi metafaznimi chromosomy, ten
se vSak ziskaval komercné stejné jako kontrolni DNA.

(4) Véta, uvedenad na str. 34 ve druhém odstavci na Sestém az osmém fadku, nedava smysl.

(5) Myslim si, Ze princip metody aCGH popisovany na str. 34 by si zaslouZil lepsi a detailnéjsi vysvétleni (autorka
napfiklad viibec nezminuje vstupni pomér 1:1 obou pouzitych DNA, cozZ je u této metody velmi dileZité; nezminuje
se ani o nutnosti pouziti specialniho SW k vyhodnoceni nahybridizovaného ¢ipu apod.).

(5) Citace v textu jsou nékdy uvedené se zkratkou kiestniho jména nékdy bez této zkratky (napft. str. 55), nékdy je
v citacich v textu ¢arka za ,et al.“ nékdy ne (napf. str. 61, 93).

(7) V nadpisu k obrazku ¢. 16 na str. 56 je chybné uvedena oblast 16q11.2, pricemzZ celd kapitola pojednava o
delecich a duplikacich v oblasti 16p11.2.

(8) V ISCN popisu karyotypu na str. 79 chybi v rozporu s mezinarodnimi cytogenomickymi guidelines zlomova mista
u nebalancované translokace der(2)t(2;15).

Zavér: | pres vyse uvedené pripominky ma disertacni prace ing. Zlnové podle mého nazoru vybornou formalni i
odbornou uroven. Zvolené téma je vysoce aktudlni. PouZité metody jsou moderni a tematicky prace navazuje na
soucasné prace zahranicnich autor(l. Kromé detekce unikatnich CNV a objasnéni pficin rozvoje epilepsie u 7,5 %
osob ve studovaném souboru je vyznamnym pfinosem disertacni prace navrzeni custom aCGH platformy zamérené
na exonové pokryti genll nejcastéji spojovanych s epilepsii, kterd umoznuje konfirmaci malych CNV detekovanych
MPS, a ddle také optimalizace diagnostického algoritmu pro objasfiovani genetickych pfic¢in NVO, ktery je jiz na
pracovisti postupné implementovan do rutinni diagnostiky. Stanovené cile disertacni prace tak byly splnény a
pfinesly vysledky, které mohou vyznamné pfispét nejen k objasnéni genetické etiologie epilepsii, ale i ke zpfesnéni
diagnostiky jejich pficin a v budoucnu mozna i k vyvoji efektivni Ié¢by. Dosazené vysledky a forma jejich zpracovani
prokazuji, Ze Ing. ZUnova ma vsechny predpoklady k samostatné védecké praci.

Vzhledem k vyse uvedenym skute¢nostem doporucuji postoupeni prace k obhajobé pred komisi a v pfipadé,

Ze bude Uspésné obhdjena, doporucuji Ing. Hané Zinové udélit titul Ph.D. podle paragrafu 47 Zakona o vysokych
Skolach ¢. 111/98 Sb.

Autorce bych rada polozila nasledujici dotazy:

(1) Na str. 25 uvadite, ze rekurentni CNV vznikaji nejcastéji mechanismem NAHR zatimco nerekurentni
mechanismem NHEJ a FosTeS. Pro¢ tomu tak je, jak byste to vysvétlila?

(2) Jak byste vysvétlila skutec¢nost, Ze delece a duplikace gen citlivych na davku mohou mit stejny fenotypovy
projev?

(3) Na str. 39 uvadite, Ze jste k detekci CNV pouzivali dva rGizné typy Cipa od firmy Agilent s rdznym pokrytim.
Zajimalo by mé z jakého dlvodu a u kolika nemocnych jste jednotlivé Cipy poufZili. Lze srovnavat vysledky
ziskané pomoci Cipl s takto odliSnym pokrytim?
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(4) Na strané 48 zminujete nalezy pod detekénim limitem pouZitych platforem. Ovérovali jste tyto dva
konkrétni nalezy néjakou dals$i metodou? Jak se kreportovani takovych nalezi stavi mezinarodni
guidelines?

(5) Na strané 50 uvadite, Ze na chromosomech 12, 19, 20 a Y nebyly detekovany 7zadné CNV. Setkala jste se
s tim odborné literature nebo si myslite, Ze je to v této studii nahodny ndlez?

(6) Disertacni prace shrnuje detailni vysledky vysetreni celkem 400 osob a v nékterych pripadech i dalsich ¢len(
rodiny, coZ predstavuje Uctyhodné mnoiZstvi prace. K vySetfeni byla pouZita metoda aCGH a v nékterych
pripadech i FISH a MLPA. Prosim, mohla byste blize specifikovat, jakou ¢dst téchto analyz jste provadéla vy
osobné?

(7) Kdisertacni praci je prilozena jedna prvoautorska publikace, kterda pojednavad o koincidenci deleci a
duplikaci oblasti 1712 u sedmi ¢lend jedné rodiny. Planujete publikovat i dalsi vysledky ziskané v souvislosti
s disertacni praci? K praci bohuzel neni pfilozen seznam vasi dalsi publika¢ni aktivity. Prosim, mohla byste
uvést prehled dalsich publikaci, na kterych jste se podilela?

Doc. RNDr. Zuzana Zemanova, CSc.
Centrum nadorové cytogenomiky
Ustav lékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky VFN a 1. LF UK
U nemocnice 499/2, 128 08 Praha 2
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