Posudek na
Magisterskou praci Ivany Tomsikové

DNA repair polymorphism in general population and relationship to DNA
damage.

Predlozena prace v rozsahu 62 stran je zaméfena na analyzu poskozeni DNA u vybrané
populace pomoci kometového testu a vztahu tohoto poskozeni k polymorfismu vybranych
genti zuCastnénych v reparaci DNA.

Autorka zvladla velice naro¢né moderni metody genové analyzy pomoci techniky PCR
pro fadu analyzovanych genli a rovnéZ techniku kometového testu pro detekei zlomi
(alkalilabilnich mist) DNA. Poget analyzovanych jedincti (100 pro genotypizaci a 50 pro
kometovy test) je uctyhodny a rozsahem bohaté dostacujici pro magisterskou praci.

Sam ukol provést analyzu poskozeni DNA u vzorki lymfocyti izolovanych ze
zmraZené krve byl velice obtizny. Tato oblast neni stdle metodicky propracovana.

Anglicky napsana prace je zpracovana pecliveé a je vybavena pfehlednymi schématy,
tabulkami a grafy. Teoreticky Givod je zpracovan v §ifi pfesahujici samotnou napl prace a
svédéi o zodpovédném pristupu autorky ke zpracovani tématu.

Autorka stanovila u analyzovaného souboru genotypovou distribuci a frekvenci alel u
gentl zuGastnénych v reparaci DNA a to : XPD exon 23 (A-C), XPC exon 15 (A-C), XPG
exon 15 (G-C), XRCC3 exon 7 (C-T), hOGGl1, exon 7 (C-G). U padesati jedinci potom byla
stanovena frekvence zlomi DNA a Fpg mist (reprezentujicich oxidativni poSkozeni DNA).

Zjisténé poskozeni DNA vyjadiené jako primérné mnozstvi alkalilabilnich mist (zde
representované hodnotou T%) je pomérné vysoké. Tato hodnota by se u normalni populace
meéla pohybovat do 20 %. Zde zjisténé vyssi poskozeni evidentné neni zptisobeno pouZitou
metodou, ale tim, Ze byla pouZita zmraZend krev. Procesem zmraZeni evidentné dochazi
k dalsimu poskozeni bun¢k a tim i ke zvySeni poskozeni DNA . ZvySenim poSkozeni
procesem zmraZeni se pravdépodobné zvysila i variabilita vysledd. To samoziejmé negativné
ovliviiuje moZnost stanoveni korelaci poskozeni DNA s dal3imi parametry jako je vék, ale i
s pfisludnymi genotypy. Zajimavé je zjisténi, Ze v t€chto vzorcich lymfocyti ze zmraZzené
krve se vyskytuji buriky jak se silné poskozenou DNA, tak s men$im poskozenim.

Daleko vyssi validitu, nez samotné zlomy DNA (zde general DNA damage) maji
vysledky stanoveni mist citlivych k Fpg. Tyto dal$i zlomy zpisobené akci enzymu totiz
odrazeji pouze skutecny pocet 8-oxo-dG a jejich pocet neni nijak ovlivnén (jako v piipadé
general DNA damage) procesem zmrazeni krve. AvSak ani zde nebyla zjisténa Z4dna korelace
s neékterym z genotypu. Je v3ak potieba brat v tvahu, Ze celkovy pocet FPG nebyl u vétsiny
analyzovanych jedinct nijak vysoky.

V diskusi autorka detailn¢ diskutuje a kriticky hodnoti ziskané vysledky v kontextu
s nejnoveéjsimi publikovanymi poznatky.

Praci povazuji za velmi cenny piispévek k metodickému feseni analyzy poskozeni DNA
u lidi. Ta naraZi na problém, ktery se pokusila fesit tato prace: totiz, Ze laboratof provadgjici
slozité analyzy se vétSinou nenachazi v blizkosti analyzované skupiny lidi a ¢asto nemiizeme
odebrat vzorky velké skuping lidi najednou, ale musime je sbirat postupné. V takovychto
pfipadech by bylo vyhodné mit moZnost odebrané vzorky skladovat (zmraZené), a
transportovat je do pln€ vybavené laboratote. Bohuzel analyza poskozeni DNA u zmraZenych
bunék selhava, a to pies to, ze byly zkouseny riizné techniky Setrného zmraZeni krve, nebo
izolovanych lymfocyta.



K praci mam nékolik pfipominek:

Metody

Autorka by se méla vyvarovat

-neurcitych a nepiesnych vyrazu jako: Str. 31, 6 fadek shora ..suspension was gently
defrosted...” autorka by méla uvést, pii jaké teploté€ a jak byly buné¢né rozmrazovany .

-a laboratornich slangovych vyrazi, jako na pt str 32, 5. fadek zdola — ., ...during the comet
experiment...*

Diskuse

Str. 45 3 tadek zdola, do diskuse nepatii komentovani metodickych potiZzi plynoucich

z vlastnich chyb, jako je pfili§ hustd suspense bun€k v agardze.

Byl bych opatrny zminovat se v zavéru prace o tom, Ze kometovy test dosud neni plné
akceptovan pro odhad individuélniho rizika. Jde totiZ o to, Ze mnoho studii je provadéno
zpusobem, ktery nevede v jasnym vysledkim (z metodickych “diivodi je to obtizné, podobné
jako analyzy zmraZenych vzorki krve v této praci). Kometovy test dava v experimentech
pomérné piesné vysledky. Jeho vyuziti pro biomonitoring je viak komplikovéano jeho
pomérné velkou citlivosti, se kterou ukaze veliké variace i u kontrolnich skupin jedinct.
Podminky kometového testu jsou snadno kontrolovatelné. Co neni dobie kontrolovatelné (jak
uvadi autorka v diskusi na strané 51, 8 fadek zdola), jak se autorka sama presvédcila, je
samotny analyzovany material, jeho odbér, transport, skladovani. Nejméné kontrolovatelny je
biologicky materiél (lidé, jejich Zivotni styl). Kometovy test je tak citlivy, ze zachyti viechny
tyto vlivy. Variabilni neni metoda, ale material. Tento komentaf v diskuzi nepovazuji za
chybu autorky, ale za dtsledek chybného chapani vysledki analyz kometovym testem fadou
autorti, mnohdy vé&hlasnych.

PfedloZena prace jasné dokumentuje teoretické i metodické schopnosti autorky
samostatné€ reSit naro¢né védecké problémy a tikoly. Svou metodickou naro¢nosti prace spise
pfevySuje obvyklé magisterské prace v tomto oboru. Z téchto a fady dalsich vyse zminénych

divodu proto doporucuji praci k obhajobé.
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