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Diserta¢ni prace
,, Validace metody High Resolution meeting (HRM) pro ti¢ely DNA diagnostiky; mutacni
analyza genu cystické fibrézy a vybranych kandiddtnich genit u muzské infertility“

Oponent prof.emer., MUDr.Radim Brdicka, DrSc
Pracovisté v diichodu

Disertaéni prace uchazecky odpovida potrebam diagnostickych molekularné genetickych
metod, zv1&st z hlediska procesu akreditace, kterd ma zajistit jejich maximalni vérohodnost a
analytickou ptesnost, tak aby jejich vysledky byly pouzitelné pro lékafskou praxi. Jednim z
postupt, které maji ovéfit pouzitelnost analytickych metod v rdamci medicinské diagnostiky je
tzv. validace, béhem niZ se ovéfuje chybovost metody jak z hlediska piipadné nespravné
pozitivity, tak i faleSné negativity. Uchaze¢ka validovala metodu HRM (high resolution
melting) zaloZenou na polymerazové fet€zove reakci, pii které je do vznikajiciho produktu
zatazeno fluorescendni barvivo a na kontinuélnim sledovéni jeho uvoliovaného mnozstvi
behem nasledné denaturace. Validace byla provedena na konkrétnich piikladech vybranych
amplikont gentt CFTR, MTHFR a BRCAI a ziskané vysledky publikovany v ¢asopisech s IF.
Kromé& vyhodnocovéni validace na uvedenych ptikladech se autorka vénovala aplikace HRM
metody na identifikaci genotypt v dalSich genech: PRM1 a PRM? uplativjicich se pii
poruchéch spermatogeneze. Je pochopitelné, Ze samotny popis metod validace by dostatené
nenaplnil doktorskou disertaéni praci, a proto se autorka soustfedila na rozbor genetické
determinace poruch plodnosti, se zaméfenim na muzskou stranku problému, na otazky
genetického testovani u cystické fibrozy, rakoviny prsu a ovarii a genu MTHFR, obvykle
spojovaného s homocystinurii a dalsimi poruchami, nicméné vétSinou testovaného pro riziko
trombofilie. A¢koliv se vybér vysetfovanych genti mize zdat poné&kud nesourody a jisté
vyplyva z problematiky feSené na pracovisti, zistava nosnym prvkem a spojovacim ¢&lankem
disertadni prace pouzitd metoda HRM a ovéfovani vhodnosti jejiho pouzivani. Prace je
hodnotna nejen svou ,,potfebnosti®, ale pfedevsim mnozZstvim analyz, kterymi je podloZena.

Domnivéam se, Ze disertaéni prace v plné mife spliiuje pozadavky kladené na uchazece o
védecky titul PhD a doporucuji, aby bylo pfistoupeno k dal3imu fizeni potfebnému k udéleni
titulu.
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Otazky oponenta:

1.Na strané 46 je uvedeno :“nepodafilo se detekovat homozygotni variatu ¢.3113A>G",
znamen to, Ze se ji nepodafilo najit nebo nebyla v Zadném vzorku pFitomna?

2. Mohla by autorka ptedvést néktery z validatnich protokoli?



