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Préce si klade za cil ovétit, zda duplikace v regulaénich oblastech genu SHOX ovliviiuji zménu metylace
ve vybranych CpG ostrivcich u skupiny probandi s fenotypem LWD/ISS a zjistit ptipadnou zménu metylace
téchto oblasti u pacientti s LWD/ISS, u nichz dosud nebyla nalezena pti¢ina jejich fenotypu. Prace je prehledné
¢lenéna do Sesti kapitol, obsahuje pfimefene rozsahly teoreticky uvod, vyty€eni cilit v€etn€ dvou pracovnich
hypotéz, popis pouzitého souboru a metod, obsahlou kapitolu s vysledky (¢ast je umisténa v ptiloze) a jejich
diskusi, a stru¢ny zavér. Je doplnéna sedmi obrdzky, z nichz tfi vytvotila sama autorka. Obsahuje Sest tabulek a
jedenact grafu s vysledky. V ptiloze se nachazeji jesté dva grafy a jedna tabulka s podrobnéjsimi vysledky
vybranych analyz. V§echna zminéna grafickd dokumentace je spravné a dostatecné popsana a je na ni na
patficnych mistech odkazovano v textu.

Oba abstrakty jsou psany srozumiteln€ a piehledn€, mam k nim jen drobnou pfipominku: neni vhodny obrat
,,Material consisted of 20 patients...“. Oproti tomu je teoreticky Gvod kapitolou, ke které mam nejvice vyhrad a
pripominek. V kapitole o DNA metylaci jsou sice zminény zdsadni prace Johnsona a Coghillové a jméno
Hotchkisse, ale ani jedna neni fadné citovana a misto nich je citovano nov¢jsi review. Tato chyba (citovani
review misto pivodni prace) se v kapitole vyskytuje jesté n€kolikrat (napf. u informace, ze 70 % CpG ostrivki v
somatickych buiikdch je metylovano, je opét citovano review a nikoli ptivodni prace z 80. let). Nektera tvrzeni v
této kapitole se opiraji o studium modelovych organismu, ale tento fakt neni v textu zmin€n a prolinaji se zde s
poznatky ziskanymi studiem lidi/pacientd s urcitym fenotypem. V celém teoretickém tivodu chybi odkaz na
referen¢ni genom, ke kterému se vztahuji genomické koordinaty. Az v kapitole 3 na str. 35 se poprvé objevuje
reference, Ze jde o genom hg38. Nejsem si vSak jista, ze veSkeré udaje z tvodu jsou také v téchto koordinatach
nebo vztazené k tomuto genomu (minimalné tvrzeni, Ze oba PAR regiony dohromady obsahuji 29 gend, se
nevztahuje k recentni databazi, protoze dle té jde o vyssi pocet).

Na str. 16 pise autorka, ze gen SHOX koduje dva alternativni transkripty ,,SHOXa a SHOXb*, které jsou
identické na 5' konci a lisi se 3' koncem a délkou, ale na str. 21 si protifeci tvrzenim, ze pii expresi genu SHOX
se generuji dve tfidy transkriptt, které jsou identické a lisi se v 5' UTR. V obou piipadech je citovan tyz ¢lanek
(Blaschke et al., 2003). Oznaceni transkripti jako ,,SHOXa a SHOXb* se dnes jiz nepouziva, a proto bych zde
uvitala, aby autorka uvedla, kterym transkriptim dle sou¢asného oznaceni odpovidaji. Jesté vétsi chaos je v
oznacovani exonu, kdy autorka pouziva znaceni dle pivodnich publikaci (2a, 2b, 6a, 6b, 7-1, 7-2, 7-3), ale jiz
zde neuvadi, kterému exonu dle aktualniho poznani odpovidaji. Dokonce i obrazek genu SHOX, ktery autorka
sama vytvorila, se malo podoba tomu, jak gen vypada v soucasnych genomickych databazich. Proto se muj prvni
dotaz na autorku tyka pravé stavby a exprese tohoto genu: Mohla byste jasné popsat stavbu genu SHOX a jeho
transkriptd s pouzitim sou¢asnych zdroju a pouZit tento popis k porovnani s Vami vytvorenym obrazkem? Kolik
je alternativnich transkripti tohoto genu a jak vypadaji, jak jsou dnes oznacovany a ktery z nich je MANE select
(tedy tzv. ,.kanonicky‘)?

Na str. 28 autorka uvadi, ze podle databazi OMIM a MMBID vykazuje 65 % mutaci v genech pro transkripéni
faktory AD dédi¢nost a cituje Veitia, 2002, coz je review, které tento tdaj Cerpa jeste ze starsi publikace. Jde tak
o udaj témef Ctvrt stoleti stary a jiz nepravdivy. Dale se v textu objevuji drobné chyby, jako jsou mezery v zépisu
karyotypu, které tam nemaji byt, tvrzeni, Ze trisomie X se nazyva Klinefelterv syndrom, a nedodrZeni psani

latinskych termint kurzivou.



Cile prace jsou jasné definovany a ob¢ zformulované pracovni hypotézy jsou srozumitelné a ovétitelné na
vybraném souboru. Ten se skladal ze skupiny pacienti s LWD s duplikaci regula¢ni oblasti (soubor a)) nebo bez
dosud znamé priciny LWD (b)) a kontrolni skupiny zdravych jedinct (c)). Vékové slozeni skupin a) a b) je velmi
podobné (od 3 let po 46 let), ale 1isi se od skupiny c) (18 az 49 let). Vzhledem k faktu, Ze zkoumany gen SHOX
se podili na rastu kosti, bych se r&da zeptala autorky, zda se domniva, Ze by tento rozdil ve v€kovém sloZeni (v
kontrolni skupin€ neni nikdo v aktivnim obdobi ristu) mohl mit vliv na vysledny rozdil v metylaci zkoumanych
oblasti a potazmo i na expresi samotného genu.

Zvolené metody a postupy jsou vhodné k ovéfeni stanovenych cild a testovani hypotéz, postupy jsou jasné a
srozumiteln¢ popsany, jen bych opravila, Ze pii denaturaci nedojde k rozstépeni DNA, ale pouze ke zruSeni
vodikovych mistkli mezi vlakny DNA. Velmi oceiiuji, Ze autorka odhalila chyby v sekvencich primeri v préci,
ze které vychazela, a navrhla vhodnéjsi primery. Samotné ziskané vysledky jsou v praci bohaté¢ dokumentovany,
pouzité statistické metody a néstroje jsou zvoleny vhodné a v souladu se ziskanymi soubory dat. Jsou zde
testovany rozdily v metylaci dvou vybranych CpG ostravki, ale také rozdily v jednotlivych dinukleotidech.
Pesnost pouzité metody bisulfitové sekvenace byla ovétena na komercni standardizované metylované DNA.
Ptedpokladam, ze toto ovéteni predchazelo samotné vyzkumné ¢asti, proto by jeho vysledky mély byt uvedeny v
uvodu kapitoly 4 a ne az v jejim zavéru. K této ¢asti prace mam dotaz: Pro¢ nebylo provedeno porovnani
pramérné metylace pro ostrivky CpG 1 a CpG 3 mezi skupinou b) a ¢)?

Ziskana data jsou fadné diskutovana s pouzitim relevantnich publikaci. V této kapitole autorka prokazala
schopnost kriticky nahliZet na ziskané vysledky a vyvodit z nich zavéry véetné zavéru, ze v Casti testovanych
oblasti nejsou data prikazna a nelze se vyjadrit k mife vlivu zjisténych zmén metylace. Zavér prace pak strucné
a jasn¢ shrnuje ziskana data a zavéry a naznacuje i mozné budouci perspektivy.

Diplomova prace vychazi celkem ze 121 literarnich zdrojt, ale dvé prace citované v textu chybi v seznamu
pouzitych zdroji: Ikeda et al., 2004 a Gherlan et al., 2023. Pokud jsou autofi citované publikace pouze dva, v
textu se vyskytuji spojky mezi jmény ,,and, ,.et* a ,,a“, tedy neni jednotna forma. U dvou publikaci v seznamu
pouzitych zdroju se zbyte¢né vyskytuje ,,a“ za rokem vydani publikace. Jinak jsou zdroje citovany spravng.

Jazykova Grovei prace je dobra, text je srozumitelné formulovan, ale misty obsahuje chyby a pieklepy, coz
vzhledem k narodnosti autorky nepovazuji za velky prohiesek. V seznamu zkratek neni pouzita jednotna forma
jazyka, kdy ¢ast zkratek je definovana anglickymi nazvy a ¢ast ¢eskymi (napf. ,,fibroblastovy ristovy faktor®,
ale ,,fibroblast growth factor receptor*). Stejny prohiesek najdeme v kapitole 3, kdy je pufr nékdy oznacen jako
,.pufr a jindy anglicky ,,buffer®.

Predkladana diplomova prace spliiuje potiebné nalezitosti, a proto ji doporucuji k obhajob¢ a navrhuji hodnotit
stupném velmi dobfe.
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