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Predkladana disertacni prace je slovensky sepsané na 98 stranach, v tex tu je vybavena
nékolika tabulkami, barevnymi grafy, obrazky a nazornymi schématy a dale dopInéna 10
strankami citovane literatury vétSinou nejnovéjsiho data. Téma je zvoleno nesmirné aktualné,
je velmi obtiZné a soubor nemocnych vysetfenych modernimi molek ularné biologickymi
metodami je skute¢né Uctyhodny. Prace je soucasti evropského projektu ,,Improving
Diagnoses of Mental Retardation in Children through Genetic Characterization and
Bioinformatics/Statistics* , na kterém se pracovisté UBLG 2. LF UK Praha p odilelo.

Uvod (str.10)

Pred vytycenim cil( je v pomérné podrobném literarnim Gvodu pojednana definice, ¢lenéni,
pric¢iny vzniku a geneticka i negenetické predispozice mentalni retardace. Rovnéz jsou
definovany copy numer variations (CNV) , mechanismy jejich vzniku, lokalizace CNV
doposud asociovanych s riznymi chorobami a predev$im s mentalni retardaci v karyotypu
Clovéka a podrobné jsou uvedeny metody jejich detekce. Cely literarni Gvod je dobfe napsany
a svédci o peclivosti Mgr.Han¢arové a o podrobnych z nalostech problematiky klinické i
laboratorni.

Cile préace (zkréacené, podrobné viz str. 31):

1. Vypracovani optimalniho algoritmu laboratornich a bioinformat ickych analyz pro
identifikaci CNV, posouzeni jejich vyznamu pro vznik mentalni retardace

2. Dal3i detailni studium jiz popsanych a s mentalni retardaci asociovanych CNV

3. ldentifikace a analyza novych CNV, které zatim nebyly popsany a/nebo neni znam jejich
asociace s mentalni retardaci

4. Porovnani nalezll v tomto souboru s nalezy jiz publikovanymi s dlirazem na frekvenci a
spektrum ziskanych vysledka.

Material a metody (str.32):

Do studie bylo zafazeno 183 pacient(i ze 172 rodin. Sledovani nemocni byli vétSinou z Odd.
klinické genetiky UBLG 2.LF a FN Motol, kde se jiz dlouha Iéta klinicti genetici zab yvaji
sledovanim nemocnych s rliznymi stupni mentalni retardace. Podminkou pro zafazeni byl
normalni karyotyp, absence expanze FMR1genu nebo jiny geneticky defekt.

Pouzité metody jsou na molekularni arovni a ta hlavni, které byla vyuZita pfi analyze genomu
rodin s probandem s mentalni retardaci je arrayCGH., v soucasnosti ponékud ustupujici tzv.
sekvenovani pfisti generace (next generation sequencing NGS). Vysledky array CGH jsou
kontrolovany metodou FISH nebo MLPA, v nékterych rodinach Sangerovo sekvenovani a
tyto metody jsou rovnéz v disertacni praci dosti podrobné popsany. NejsloZitéjsi Casti celé



prace zUstava bioinformatika tj. analyza a zhodnoceni vysledk( arrayCGH i dalich metod a
hledani patogennich CNV a jejich asociace s onemocnénim. Jsem presvédCena, Ze i timto
obtiznym usekem disertaCni prace se Mgr. HanCarova se cti probojovala as pomoci nékolika
databazi, které jsou pFistupné na internetu sledovala funkce gen(, které byly zahrnuté

v zjisténych aberacich.

Vysledky a diskuse (str.40).

Ve vysledcich jsou zhodnoceny klinicka data jako je stupefi mentalni retardace, pritomnost
CNV, jak je uvedeno v nazvu prace. Autorka uvadi, Ze bylo celkem zjisténo 1207 aberaci u
183 nemocnych, fada z nich fale$né pozitivnich. Rovnéz provedla porovnani programd
QantiSNP a GenomeStudio, jejichZ vysledky se od sebe ponékud lisi a jejich interpretace
proto musi byt vedena spiSe opatrné. PFi stanoveni pato logickych nalezl byly vyuzivany
nejrliznéjsi kriteria jako pritomnost geni v CNV, CNV lokalizace v intronech, mozné
artefakty metody. Byl vyuZity i software GeCCO, ktery méa automaticky vyhodnotit klinické
odchylky od benignich variant. Vysledky jsou prezentovany v tabulkach a grafech, vesmés
jako ukazky zpracovani.

Jako pfipad postupu pfedbézného hodnoceni kauzality CNV u jednoho pacienta byl vybran
nemocny cze075p a krok po kroku je vyhodnocovan vysledek na €ipu. Stanoveni vyznamu je
dosti subjektivni, ale ukazuje dostat ecné na vSechny problémy pfi zpracovani ziskanych
vysledkd.

Celkem 106 pacientll bylo vyhodnoceno jako nositelé pravdépodobné bezvyznamnych zmén,
20 pacientl s 21 aberacemi bylo postizeno nékterym jiz popsanym syndromem a zménou,
kterd pak byla dale ovéfovana.(tab12). V dalsi tabulce (tab.13) je dokazéno, Ze vSechny
nalezy potvrdila metoda FISH. Vzhledem k nepfistupnosti komer¢nich sond na MLPa analyzu
byla moZnost ovéfit touto metodou jen nékteré vysledky a prokazat faleSnou pozitivitu. (viz
tab. 14). Dal$i ovérovani vysledkd Cipovych analyz u nékterych vybranych jedincd bylo
provedeno pomoci kvantitativni fluorescenc¢ni PCR a sekvenovanim.

V navazujici diskusi jsou uvedeny nejnoveéjsi poznatky Cipovych a dalSich molekularnich
analyz u jedincti s mentalni retardaci a jsou porovnavany s vysledky u tohotosouboru. ProtoZe
se jedna o pomérné heterogenni soubor jsou vzdy provedeny individualni analyzy jedincl
postiZzenych zndmym typem mentalni retardace.

Zaveéry (str.98)

V zavérech prace autorka shrnuje poznatky jak nové tak i v literatufe jiz uvadéné. Své zavéry
definuje jen velmi opatrné, protoZe si je védoma uskali dosavadnich analyz. Proto kombinuje
nejrliznéjsi metody,které nabizi molekularni biologie ale i bioinformatické zpracovani
rliznymi programy s lisici se citlivosti.

Celkové hodnoceni:

Jak bylo Fe¢eno na zaCatku posudku, téma prace je velmi zajimavé, le€ jeho zpracovani je
velmi nesnadné. Myslim, Ze se autorka zhostila svého ukolu velmi dobfe as pomoci svého
Skolitele i dalSich pracovnik(i Oddéleni lék afské genetiky UBLG Motol vysetfila a hlavng
zhodnotila soubor nemocnych s mentalni retardaci a svymi vysledky potvrdila nékteré znamé
genove kauzality. NaSla nové mikrodelece i mikroduplikace, zmapovala dalSi geny, které maji
vztah ke vzniku mentélni retardace. Soucasné s tim i prokézala, Ze je schopna samostatné
védecky uvazovat a pracovat a nebdla se jit i do individualnich hodnoceni pacientd podle
nejriiznéjsich nalezl rdznych metod pfipadné podle diagndz . Vysledky zpracovala co mozna
nejprehlednéji ve formé tabulek a grafd.



Mam na autorku jeden dotaz: Myslite, Ze jsme se priblizili k uréeni viech genl , které hraji
roli pfi vzniku autismu, zvlasté pokud jste porovnala ndlezy u vasi pomérné velké skupiny
nemocnych s timto postizenim? Nasli jste néjakou zajimavou kryptickou le€ rekurentni

v vrs

zménu? V nadorové cytogenetice nas tési tfeba i tfi nadory stejného typu a stejné mikrodelece
¢i mikroamplifikace.

Vzhledem k vySe uvedenym skute¢nostem doporucuji postoupeni prace k obhajobé pred
komisi a na z&kladé uspésne obhajoby doporucuji udéleni akademického titulu PhD

podle paragrafu 47 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.
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