Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Sarky Bendové:
,Neurofibromatéza typu 1 a zarodeéné mutace u ¢eskych pacientu®.

Hlavnim cilem pfedloZené disertaéni prace je optimalizace piimé mutacni analyzy genu NF1
pro vysetieni pacientl s klinickou diagnosou Neurofibromatozy typul. Resena problematika
je velmi aktudlni, protoZe otazka spravné volby vy3etfovaciho schématu hraje podstatnou roli
v diagnostice NF1 onemocnéni. Muta¢ni skrining NF1 genu je metodicky velmi naro¢ny,
nebot’ je ztizen znaénou velikosti genu (59 exonu, kédujicich 13-kb mRNA), vysokym vyskytem
mutaci de novo ( 50%), neexistenci muta¢nich "hot spot" mist v genu a piitomnosti mnoha
homolognich pseudogenti. Konvenéni metody uzivané k vyhleddvani mutaci v genu NF1
(ptedeviim DGGE, SSCP, HD) detekuji sekvenéni zmény asi u 20% testovanych pacientu,
ktefi spliuji diagnosticka kriteria pro NF1. Proto jsou neustdle zavadény nové molekularné
diagnostické techniky jako MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification)
doplnéné QF PCR a piedevsim sekvenovani genomové DNA ¢&i transkriptu NF1 genu, pro
zvySeni moznosti zachytu sekvenéni zmény. Vyvoj a zavadéni novych technologii umoZziuje
zvysit zachyt mutaci v rozséhlém genu NF1, aviak za cenu ¢asové i technicky velmi narocné
prace, ktera vzhledem k po¢tu NF1 pacienti je i zna¢né frustrujici.
Konkrétné se autorka ve své praci zaméfila na 3 dil¢i cile:

1. P¥ima muta¢ni analyza genu NF1 v souboru pacientll s familiarnim a sporadickym

vyskytem NF1

2. Kompletni mutaéni a klinicka analyza u pacientii se vzacnymi ¢i atypickymi projevy
NF1. Studium korelace genotypu s fenotypem

3. Navrh optimalniho molekuldrng-genetického vySetfovaciho schématu u pacienti
spltiujicich diagnosticka kritéria NF1 a jeho yvedeni do rutinni praxe.

Vysledky prace jsou prehledn& popsany v kapitolach 3 a 4, dolozeny kvalitnimi publikacemi,
na kterych se autorka podilela a které jsou soucasti disertaéni prace ( 4 publikované prace, 2
pfipravované rukopisy).

K predloZené praci mam nasledujici spiSe dopliiujici pfipominky ¢i dotazy:

e S problematikou kauzality nové popsanych mutaci u NF1 genu ( pfedev$im u non-
synonymnich mutaci) a s ni spojenou velmi sloZitou predikei klinickych projeva jiz u
popsanych (variabilita v klinickych projevech i vramci jedné rodiny) si autorka
velmi dobie poradila pomoci programu Polyphen.

e Velmi se ceni snaha po nalezeni korelaci mezi genotypem a fenotypem NF1 pacienta.
Ve shod& s publikovanymi udaji nebyla v pfedloZené praci Zzadna jasna korelace
nalezena. Zajimalo by mé&, zda v nové zvoleném algoritmu vySetfeni nebyla pomoci
metody MLPA nalezena rozsahla delece genu NF1 a pokud ano , zda u téchto pacientu
nebyla korelace genotyp-fenotyp prokédzana, jak nékteré zahrani¢ni prace cituji?
V piipadé, Ze takova korelace existuje, neni mozné v diagnostickém algoritmu
predfadit MLPA analyzu pro vylouceni fale3né negativniho vysledku ziskaného
sekvenovanim cDNA, nebot’ takto miZe byt skrinovan pouze transkript nedeletované
alely genu NF1?

e Jakym zplsobem je feSena problematika existence pseudogent, které¢ komplikuji
molekularni diagnostiku NF1 genu?

e Zvolenym algoritmem vy3etieni NF1 genu (sekvenace transkriptu genu NF1 + MLPA
analyza) byla dosaZena vysoka detekéni schopnost (81,5%), coz jen doklada spravnou
volbu piistupu v molekularni diagnostice NF1 onemocnéni. Vzhledem k popisované
existenci snizené miry i upné absence exprese exprese mutované mRNA NF1 genu
mohou i zde nékteré sekvenéni zmény unikat zachytu. Z hlediska uspé&Snosti detekce
sekvenénich zmén NF1 genu je mozZno srovnat algoritmus vysetieni : sekvenace NF1




genomové DNA (NextGen sekvenovani) v kombinaci s MLPA analyzou? Neobjevuji
se v literatufe jiz takové prace?

Piedlozena prace splituje cile uvedené v anotaci této studie v plném rozsahu. Je tieba
zdiiraznit kvalitni zptsob celkového zpracovani diserta¢ni price i pFiloZzenych publikaci.

Doporuduji diserta¢ni praci k obhajobé.

V Bmné, dne 22.3.2012 RNDr. Jitka Kadlecova, Ph.D.
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