Oponentsky posudek

kandidatské disertacni prace RNDr. Martiny Putzove:

VYUZITI FLUORESCENCNI POLYMERAZOVE RETEZOVE REAKCE
V CASNE PRENATALNI DIAGNOSTICE ANEUPLOIDIi AUTOZOMU A
HETEROCHROMOZOMU

Disertacni prace je ¢lenéna obvyklym zplisobem na ¢ast teoretickou a

praktickou. Uvod je rozdélen na 6 podkapitol, ve kterych se autorka vénuje
zevrubné repetitivnim sekvencim, mapovani lidského genomu, polymorfismim
DNA, STR lokustm, detekci DNA a chromozomalnim aberacim. Na stranach 24 -
29 autorka popisuje principy QF PCR.

V 2. kapitole si autorka vytycila cile a stanovila hypotézy, nasleduje metodika,
vysledky a diskuse.

Rozbor disertacni prace:

Uvodni ¢ast je psana srozumiteln& a na potfebné odborné trovni. Autorka
jednoznacné prokazuje orientaci v dané problematice.

Cela 1. kapitola obsahuje jenom nékolik drobnych nepfesnosti:

Kapitola 1.6.5. Diagnostika aneuploidii by se dala doplnit o podkapitolu, ktera se
vénuje modernim molekularnim metodam testovanym pro Gcely prenatalni
diagnostiky jakymi jsou napf.: pyrosekvenace, HRM technika, DNA microarray
CGH, SNP kvantifikace pomoci Real -Time PCR apod.

Str. 28: Kapilarni elektroforéza se nepouzivéa k vizualizaci fluorescencné
znacenych DNA fragmentd, ale k jejich separaci. K vizualizaci je potfebny
zabudovany laser a potfebna optika se spektralnimi filtry.

Cile préace:
Autorka si v cilich prace stanovuje pracovni hypotézy, které neodpovidaji
klasickému typu védecké hypotézy.

Pouzité metody a postupy:

Cela metodicka Céast je popsana ponékud povrchné na stranach 32 - 35.
Nasledné uvadim hlavni nedostatky:

Pokud byly vzorky DNA uréené k optimalizaénim pokustim, chybi informace o
souhlasu téhotnych a biologickych otcli se zafazenim do studie.

Autorka rozsifila pocet jednotlivych STR lokust, co se tyka tvo rby a optimalizace
primerovych multiplexd, zfejmé prevzala metodiku od Mann et al., 2004, nebot
se o ni v praci vlibec nezmiriuje.

Metodicka ¢ast postrada vlastni zplsoby hodnoceni dat ziskanych z kapilarni
elektroforézy.



Vysledky a diskuse:

Ve vysledcich autorka prokazala na uctyhodném souboru opravnénost
prenatalniho testovani metodou QF PCR a rozSifenim multiplexu minimalizuje
moznost neinformativniho vysledku. Dale popisuje prednosti QF PCR a jeji limity
oproti klasické cytogenetické analyze.

Ve vysledcich chybi pfehledna provazanost se stanovenymi cily a hypotézami.
Chybi statisticky podloZené oveéfeni 4. pracovni hypotézy oznacené jako (3).
Autorka se ve vysledcich viibec nevénuje hodnoceni jednotlivych STR marker
ve vztahu k velikosti repetice, pfesto v diskusi na str. 47 uvadi, Ze jeji vysledky
potvrzuji, Ze by mély byt pouzivany vyhradné tetra a penta nukleotidové repetice.
Dale autorka uvadi na str. 48, Ze nelze pouzit pro kvantifikaci gonozomalnich
aneuploidii AMELX/Y 432bp/250bp systém. Jedna se o jed nokopiové genoveé Ci
pseudogenové sekvence, které je mozné po kalibraci také vyuzivat pro
kvantitativni ucely.

P¥i diskusi 0 moZnostech vyuZzivat rutinné v ramci prenatélni invazivni
diagnostiky pouze QF PCR popisuje autorka na strané 50 situaci ve Velké
Britanii (UK), kde je karyotypizace provadéna jiz jen u cca 15 % odebranych
biologickych vzork(, protoze riziko faleSné negativniho vysledku je "pouze"

1 : 1500 provedenych QF PCR. Pak se v3ak vraci k svym vysledkiim a dostava
se k prakticky stejnému riziku (1: 1530). OvSem tentokrat se zavérem, Ze toto
riziko je pofad natolik "vysoké", Ze QF PCR zUstava v CR dopliikovou metodou.

Aktualnost reSené problematiky:
QF PCR je jiz nezbytnou rutinni soucésti vétSiny DNA laboratofi, které se
zabyvaji prenatalni diagnostikou. Metodiku vSak aktualizovala.

Dotazy:

1. Které pouzivané markery se signifikantné liSily v heterozygozyté naSi populace
od tzv. uvadéné heterozygozyty. (Které populace zahrnuje a jaké jsou pocty
vzorkd v jednotlivych populacich)?

2. Pokud se podafilo analyzovat zakladnim STR multiplexem pouze 1

informativni marker, v jakém procentu by se vysledek brany pouze z tohoto
markeru liSil od vysledku ziskaného pomoci nadstavbového setu?

ZavéreCné hodnoceni:

Autorka prokézala v praci vyznam a opodstatnéni pouziti metody QF PCR v
prenatalni diagnostice. Zavedla multiplexovou PCR, kter& je schopna zachytit
aneuploidie 3 autozom( a gonozomu X a Y. Publikovala své vysledky a
zkuSenosti v Casopisech s IF.

| pfes nékteré vytky k Urovni praktické Casti spliiuje dle mého nézoru krit éria
kladené na disertaCni praci. Na zékladé svého kladného hodnoceni doporucuiji
kandidatskou disertacni praci k obhajobé. Na zakladé UspésSné obhajoby
doporucuji, aby RNDr. Martiny Putzové byl udélen akademicky titul doktor
ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych Skolach €. 111/98 Sb.

V Olomouci, 8. bfezna 2009 Prof. MUDr. Jif i Santavy, CSc.



