Oponentsky posudek dizertacni prace :
RNDr. Martina Putzova
Vyuziti fluorescencni polymerazové retézové reakce v €asné prenatalni diagnostice

aneuploidii autozom( a heterochromozomd

PredloZena disertaCni préace se zabyva problematikou vyuZziti vysoce polymo rfnich
markerd (kratkych tandemovych repetic - STR) k diagnostice nej¢astéjsich chromosomalnich
aneuploidii metodou kvantitativni fluorescen¢ni polymerasové fetézové reakce (QF -PCR).
Tématika je aktualni z hlediska aplikace této metody v Kklinické praxi zejména k rychlé
diagnostice chromosomalnich aneuploidii v rdmci prenatalni diagnostiky .

Zpracovani prace je mozné hodnotit jako komentovany soubor tfi publikaci
uvefejnénych v ¢asopisech s IF, ve kterych je RNDr. Putzova dvakrat prvnim autorem. Kromé
toho byly vysledky této prace publikovany v fadé zahrani¢nich Casopisti bez IF a formou
prednasek na nékolika tuzemskych konferencich. Prace je tradicné Clenéna na uvod, cile
prace, metody, vysledky a diskusi sodkazy na uvedené publikace. Autorka prehledné
definuje cile své préace, ve kterych lze kromé jiného vyzdvihnout zejména moznosti uplatnéni
metody QF-PCR s pouzitim STR markerll vybranych na zékladé zjisténych heterozygozit
v Ceské populaci.

V Gvodu prace jsou poskytnuty soucasné informace o sekvencich DN A v lidském
genomu a jejich detekci, je podan prehled nejcastéjSich chromosomalnich aneuploidii
(chromosom 21, 18, 13, X a Y) a moznosti jejich diagnostiky. Zminéna je i moznost urceni
parentalniho plvodu nadpocetnych chromosomll, obdobi meiosy, ve kterém d o$lo
k nondisjunkci nebo k vyskytu mitotické nondisjunkce.

K této Casti prace mam jednu otazku: na strané 29 je citovana prace Mann et al. 2001, ktera
dokladd moZnost detekce mozaikové formy trizomie metodou QF-PCR. Jak mizZe
nondisjunkce v prvnim meiotickém déleni vést k mozaikové formé trizomie, jak je uvadéno v
textu?

Autorka pracuje s rozsahlym souborem vzorkl (7 200) zpracovanych v ramci prenatalniho i
postnatalniho vySetfeni. Vytvari vlastni novy diagnosticky soubor markerd STR a ovéfuje
jeho informativitu pfi vySetfeni a soucasné i vlastni soubor nadstavbovych markerd, ktery
slouzi k ovéreni patologickych nalezli a dovysetfeni v pripadech neinformativity zakladnich
marker(l. Material a metody jsou vystizné popsany, vysledky jsou dokumentovany
pfehlednymi tabulkami a obrdzky coZ umoZiuje dobrou orientaci v materialu. V zavéru

autorka diskutuje ziskané vysledky v souvislosti s vysledky zahrani¢nich praci.



K formalnimu zpracovani textu mam nékolik pfipominek :

- v praci se vyskytuje nékolik nepodstatnych preklepl

- na strané 32 je uvedeno, Ze soubor tvofilo 7 200 vzork(, zpracovano vsak bylo 6 349, pro¢
nebyly zpracovany i ostatni vzorky ?

- na strané 37 nesouhlasi zcela Cisla uvadéna v textu s tabulkou 2 (130/142 CHAs, 42/48
CHAS)

Uvedené pfipominky v3ak nijak nesnizuji kvalitu pfedlozené prace.

Zavérem lze fici, Zze mezi vyznamné vysledky této prace patfi vytvofeni nového
souboru markerli STR, vysoce informativniho pro &eskou populaci, dale potvrzeni, Ze
zvolenym souborem marker( a zvolenou metodou Iz e identifikovat az 90 % chromosomalnich
aberaci. Prace ovéfila i pouZitelnost QF -PCR testu zaméfeného pouze na analyzu
chromosomu 21 jako soucast screeningu Downova syndromu v druhém trimestru téhotenstvi

a G¢innost nadstavbového souboru markert pro jednot livé chromosomy.

Autorce bych rada poloZzila nasledujici otazky:

1) Na strané 27 autorka uvadi, Ze evolucné konzervovany gen pro amelogenin se vyskytuje na
Xi'Y chromosomu, na chromosomu Y v3ak ve formé pseudogenu s mnoha delecemi. Lze
proto k diagnostice pohlavnich chromosom(l vyuzit marker AMXY. Ten byl také pouzit
v novém diagnostickém souboru marker( (tab.¢.3) (v tab. ¢.1 je uveden marker AMEL). To
je v rozporu s Gdaji na strané 47, kde se uvadi pouZiti markeru, ktery mapuje deleci na
chromosomu X (delece 6 parli bazi) a na strané 48 AMXY marker budi dojem, Ze se jedna o

jiny marker. MUZete objasnit problematiku markeru((l) amelogeninového genu?

2) V souvislosti s analyzou Downova syndromu byla vytipovana oblast na chromosomu 21,
kterd je zodpovédna za jeho vznik (21922.3). Jak pokroCilo poznani v této oblasti, jsou

znamy geny, jejichZ nadbyte¢né mnozstvi zplsobuje vznik tohoto onemocnéni?

Zavér:

RNDr. Martina Putzova prokazala schopnost samostatné védecké préce, schopnost definovat
problém a cil jehoz ma byt dosazeno, analyzovat ziskané vysledky a diskutovat je v kontextu
jiz publikovanych Gdajl. Autorka predloZila doktorskou disertacni praci, ktera je aktualni,
pfinaSi nové poznatky pouZitelné v klinické praxi a samostatné se podilela na jejich

praktickém provedeni. Vzhledem k uvedenym skuteCnostem lze konstatovat, Ze predloZzena



dizertacni prace spliiuje podminky k udgéleni titulu Ph.D. a doporucuji proto, aby byla pfijata

jako podklad pro udéleni védecké hodnosti Ph .D.

V Praze dne 8. biezna 2009 ) Doc. MUDr. Milada Kohoutova, CSc.
Ustav biologie a lékarské genetiky 1. LF UK a VFN
Albertov 4, 128 00 Praha 2



