Strakonice, 27. ledna 2008

Oponentsky posddek na magisterskou diplomovou praci Bc. Petra Martinka na téma
Screening bodovych mutaci v genech pro LIF a IL-11 v populaci neplodnych zen.

Prace Petra Martinka obsahuje vSechny formality, tj. Ceskou i anglickou anotaci a
obvyklé (i spravné ocislované) ¢lenéni textu na jednotlivé bloky. Na prvni pohled se
nejedna o praci nikterak rozsahlou — prace ma 28 stran, bez formalnich Casti a bohaté
obrazové dokumentace (nékdy trochu samoucelné) ma 16 - 17 stran textu. To vSak
samo o sobé nemusi byt na zavadu, stru¢ny a dobfe napsany text je naopak pro
kazdého ¢tenare urcité pritazlivy. Prace Petra Martinka bohuzel timto typem odborne
literatury neni. Ackoliv Ize vytusit, Ze student pfi provadéni experimentt poctivé
pracoval, pisemné zpracovani je skute¢né odflaknuté. Nelze Ize najit vystizny prehled
fesené problematiky, opravdu mizerny je popis metod a v$e vrcholi u vysledkd, kde
kromé& nékolika obrazkd jsou samotné vysledky zestru¢nény doslova do nékolika
pismen. Autor se neobtéZoval prectenim prace, protoZze mu unikaji zakladni logicke
nedostatky, napfiklad az v diskusi se dozvidame pocet nalezenych mutaci. Chybi zde
jakykoliv popis obrazku a tabulek, ten je vzdy uveden v textu, ze kterého se na dany
objekt odkazuje, ale popis ,Tabulka 1“ nebo ,Obr. 1* povaZuje za velice nedostatecny.
Je velika 8koda, Ze zpracovani neodpovida velice zajimavému tématu, kteréemu se
del8i dobu vénuje jak samotna skolitelka, tak laboratof, kde byly experimenty
provadény (mimochodem bych v textu uvital uvedeni rozsahu a navaznosti prace

studenta na tomto projektu).

Dal$i hodnoceni a pfipadné otazky vpisuji dle poradi stranek:

- str.3 — citaci Van der Elst et al. 1996 jsem nenasel v seznamu literatury.

- str.3 — uvadite tzv. implantation rate v hodnotach mezi 11-17% s odvolanim na praci

z roku 1996. Oblast IVF se opravdu rozviji velice bouflivé a dnesSni hodnoty jsou urcité

nesnizi dulezitost Vasi prace.




- str.3 — hned v uvodni ¢asti o LIF se zminujete o ,nalezené mutaci V64M" — v této

chvili jesté ani nevime jak vypada gen, mutacni spektrum apod.

- str.4 — jen upozornuji na nepfili§ srozumitelné vyjadieni, Ze ,implintace postizenych
embryi...vedla k uspésné implantaci.

- str.5 — oznac€eni chromozomaini oblasti genu LIF 22q12 jiz v sobé obsahuje pfifazeni
ke konkréetnimu chromozomu — coz dobfe vite (na str. 7 to u genu IL-11 popisujete

spravné).

- str.5 — mél byste dodrZovat stale stejny zplsob citaci, Vase nejcastéjsi citovana prace
je (Giess et al. 1999), zde v8ak Giess a kol. (1999).

- str.7 — citaci Linjawi et al. 2004 jsem nenasel v seznamu literatury.

- str.7 — povazujete-li problematiku terminologie ,mutace” a ,varianta“ za tak dulezitou,
Ze ji vénujete velkou ¢ast, mél byste tyto vyrazy pfi pouzivani lépe vysvétlit (... nebyla

popsana zadna mutace, ale 27 variant, z toho 3 v exonech...) .

- str.7 — moje velka vytka patfi popsanému cili prace. Ke struénému popisu jste i pridal
informaci, Zze screening byl proveden pomoci TGGE a poté byly pozitivni vzorky
osekvenovany. To prece neni pravda! Jednak tuto informaci zde uvadét nemusite,
jednak je ¢tenar prekvapen, kdyz se v metodach dozvi popis CSCE a az ve vysledcich

prozradite, ze velka ¢ast vzorku byla pfimo sekvenovana!

- str.8 — uvadite, Ze nékteré primery jsou Vase vlastni. Jak jste si je ,vymyslel"?

- str.8 — i kdyz pouzivate zkratky, které jsou Vam dobfe zname (TGGE, CSCE), musite

uveést jejich cely nazev a pak jiz mlzete pouzivat jen zkratky .

- str.9 a 10 — jsou zde dveé tabulky pouzitych primer(, kazda s jinym typem udajl. Proc¢
v tabulce 2 jsou uvedeny velikosti produktu a teplota annealingu a v tabulce 1 nikoliv?
Tusim, Ze by to mohlo trochu souviset s pouzivanymi metodami, jejich rozdilné pouziti

u obou genl neni nikde uvedeno! Pro¢ je sekvence v tabulce 1 uvedena velkymi



pismeny a v tabulce 2 malymi pismeny? Pro¢ je sekvence e5R v tabulce 2 odlisena

jinym fontem?

- str.10 — pfi popisu amplifikacni reakce odkazujete na teploty annealingu do tabulky,

v tabulce 1 v8ak zadné takové hodnoty nejsou.

- str.11 — Velice mi chybi jakykoliv popis Vasi Ustfedni metody - TGGE, tj. co je to za
metodu, k Eemu se pouziva, co to je kolma a paralelni TGGE apod. Tento popis
zadinate vétou ,Definovani teplotni domény...“ — jisté spousta ¢tenart nebude tusit, jak

souvisi TGGE a teplotni doména...

- str.11 — pfi pouzivani zkratek chemikalii je tfeba také uvést jejich nazev (napi. MOPS,
EDTA), je mozné téz napsat seznam zkratek nebo chemikalii.

- str.11 — citaci Budowle et al. 1991 jsem nena$el v seznamu literatury.

- str.12 — uvadite, Ze produkty byly ziedény podle vytézku — jak? do jaké koncentrace?

- str.12 — pouzivate vyraz CAP polymer, tuto zkratku vysvétlite az diskusi!

- str.12 — v oddilu Sekvenovani uvadite pouzité primery i podminky z tabulky 2 — ta se
vSak tyka jen genu IL-11. Jak je to s genem LIF? Byl také sekvenovan? Ja tusim, ze

byl, ale zde to z ni€eho nevyplyva.

- str.13 — V oddilu Pieéisténi PCR produktli popisujete proceduru na Vas velice
podrobnym zplsobem ($koda, Ze nejste tak velkorysy v popisu ostatnich metod).
PiSete, Ze jste piesel od ,tradi€nich kolonek" na pfecisténi pomoci magnetickych
kulicek. Tato zména skuteéné probéhla v priibéhu Vasich experimentd? Neovlivnila

postup (napf. koncentraci vzorkd)? Nemohla ovlivnit vysledek?

- str.14 — Zasvéceny popis pocitatového zpracovani vysledkd. PouZivate nékteré
profesionalni vyrazy, které nemuseji byt kazdému srozumitelné (basecalling), zatimco

vysvétlujete nékteré univerzalnéji pouzivané (napi. resekvenace).



- str.14 — mél byste dodrzet shodny format odkazl (zkratka Obr. s malym nebo
s velkym pismenem). Pfi nedostateéném popisu Vasich obrazkl bych pfivital, kdyby
odkazy v textu byly fazeny v poradi v jakém nasleduji samotné obrazky (v textu je

nejdfiv odkaz na obr. 8, pak na obr. 7 a pak na obr. 6).

- str.16 — Teprve v prvni vété vysledkl se dozvidame — a to jen velice pfiblizné, Ze jste
popsané metody nepouzival na oba dva geny, Ze gen LIF byl analyzovan pomoci
TGGE a ¢ast pomoci CSCE (jaka ¢ast?!! pomoci TGGE cely gen nebo také jen
¢ast?!!l), ¢ast (!!) pomoci pfimého sekvenovani. Gen IL byl jen sekvenovan — o tom

nebyla zminka ani v cili prace ani v metodach!

- str.21 — po popisu péti obrazkl z predchozich stran se dostavame k samotnym
vysledkim. Ty tvori dvé malé tabulky, neni zde vysvétleno nic. V tabulkach pouzivate
zkratky NT a AA ) — tusim, co to znamena, ale musite to zde mit uvedeno! V tabulkach,
kde maiji byt (dle Vasich slov) ,shrnuty vysledky analyzy* jsou uvedeny mutace, které
maji ve skupiné nemocnych i zdravych Zen frekvenci 0. Pro€ jsou tedy ve vysledcich
uvedeny? Kde jste k nim pfisel? Domnival jsem se, Ze se jedna o mutace nalezené
nékym jinym. Ale mutaci C3235T u genu LIF jsem nenalezl ani ve Vami popisovanych

exonovych mutacich!

- str.21 — pro¢ je tak nizky pocet kontrolnich vzorkl u genu IL-11? Je jich jen 20, u

genu LIF je jich 202, 20 je opravdu malo.

str.22 — uvadite zde prehled metod, které se pouZzivaji pro vyhledavani mutaci, toto
bych ¢ekal v ivodu, zde by mélo probihat jen kritické zhodnoceni se vztahem

k vlastnim vysledkam.

- str.22 — piSete, Ze jste pouzival metodu TGGE, pozdéji CSCE a pak jste presel na
pfimeé sekvenovani. Toto jsou ale dulezité udaje! U jakého poctu vzorku jste pouzil
jednotlivé metody? Pouzil jste vice metod na stejny vzorek? Byl (nebo mohl byt) mezi

takovymi vysledky rozdil? Uvést tyto udaje az v diskusi je pozdé!

- str.22 — az zde, v diskusi, se dozvidame pocet nalezenych mutaci. Opét podotykam,

Ze je to pozdeé!



- str.24 — uvadite-li, Ze ,Védci s National Cancer Institute v Bethesdé ukazali...“, musite

uvest citaci.

- str.26 — Zpusob zapisu citaci je v pofadku, chybi zde 3 citace, na které odkazujete

v textu, jedna citace (posledni) neni zafazena dle abecedy

Celkoveé hodnotim praci jako zajimavou, naroénou experimentalni dast véak
diskredituje zpusob napsani - zapis je odflaknuty a nepromysleny, bez jakékoliv
kontroly.

Doporuceni k obhajobé, které se mi nyni jevi jako nepravdépodobné, jesté zvazim na

zakladé odpovédi studenta.
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