Oponentsky posudek na diplomovou prici Bc. Dominiky Veselé na téma ,,HLA typizace
v klinické praxi — vyuZiti k testovani predispozic k onemocnéni autoimunitniho typu“.

Dominika Vesela ve své prace obséhle shrnula problematiku HLA typizace, vztahu
konkrétnich alel k predispozicim k autoimunitnim chorobam, komplexné a podrobné se
vénuje celiakii. Zminéna témata popisuje obsahle, v problematice se dobfe orientuje, prace je
napsana prakticky bez chyb (nasel jsem jen tfi drobné chyby!). Prace ma standardni ¢lenéni,
neskute¢né mnoZstvi citované literatury (307 praci) je uvedeno i odkazovano spravné.
Nadstandardni rozsah je nékdy znat na uvedenych poznatcich — informace jsou vrseny za
sebe, n€kdy si protifeci, Castéji se opakuji jiz jednou (mnohokrat) uvedené informace; myslim,
Ze by n€ékdy urc€ité zestihleni pfispélo k vétsi srozumitelnosti, nicméné studentka prokazuje
velkou schopnost pracovat s textem

Negativem prace je nedostatecny (vlastné chybéjici) popis vzorku, které studentka v
laboratofi vySetfila a nesmysiné statistické hodnoceni vzorkt z ¢eskobudéjovické laboratofe
(viz dale). Je ale znat, Ze Dominika o této okolnosti védéla a snazila se praci ,,dohnat* na
ostatnich ¢astech.

K praci mam nékolik otazek a pfipominek (prosim odpovézte jen na ty zvyraznéné):

- jiz v anotaci se uvadi, e v CR chybi dostatek populaénich studii zabyvajicich se celiakii a
diky ziskanym datim bylo moZné se takovou studii zabyvat; toto je opravdu piehnané tvrzeni

- doporucil bych sjednotit a ujasnit pouzivani zkratek HLA a MHC — uznavam, Ze tyto
zkratky se pouzivaji velice promiskuitné, ale HLA je vysvétleno jako Human Leukocyte
Antigen, jindy jako Soubor genii dileZitych k rozeznani cizich povrchovych struktur bunék, u
MHC doporucuji piekladat jako Hlavni histokompatibilitni komplex (zde ovsem chybuji
vSichni a viude :)

- na str. 14 popisujete rozdil mezi fazi cis a trans; dodavate, Ze vétSinou jsou alely (...) v cis
konfiguraci nebo také v trans konfiguraci :)

- pro tkanovou transglutaminazu pouZzivate zkratku TG2 (str. 15 a dale) a také zkratku tTG
(str. 16 a dale), coz rozhodné nepomaha pochopeni textu; kromé toho vyraz ,.,enzymové
tkanova transglutaminaza“ je nesmyslny

- na str. 17 definujete lepek jako smés prolaminii a glutelind, o dvé véty dal jako souhrn
prolamind

- str. 19 — dvanéctnik je duodenum, ne jejunum

- str. 26 a 27 - Downiiv syndrom neni autoimunitni choroba. Stejné€ tak myslim neni vhodné
mluvit o Downovu, Wiliams-Beurenovu a Turnerovu syndromu jako o ,,pfidruzenych
chorobach® k celiakii, z logiky véci by to spiSe mélo byt obracené. Prevalence Downova
syndromu u neselektované populace je 20 na 10.000, tedy 0,2%, je to skutec¢né vyznamné
méné neZ u populace celiakiu? Existuje shoda na této asociaci ve vice studiich?

- str. 28 a déale — Alopecia areata je onemocnéni typické ostie ohrani¢enymi loZisky se ztratou
vlasii (viz nazev).
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- nékteré Ceské autory uvddite s vysokoSkolskymi i akademickymi tituly véetné celého ndzvu
pracovisté. Mdte proto néjaky divod (tFeba se s nimi dobre zndte)?

str. 31 — piSete, Ze ,, PFedmétem debat ziistdvd, zda program pro screening zaméfit na
obecnou populaci symptomatickych nebo i asymptomatickych osob* - opravdu? Domnivim
se, Ze screening probiha jiz dlouho u symptomatickych osob.

- str. 32 nesrozumitelné podavate fiktivni rozhovor MUDr. Nevorala (prof. MUDr. Csc.-!) a
MUDr Friihaufa; Nevoral citi naléhavou potfebu screeningového programu, souhlasi, ze
plo3ny screening je neopodstatnény, ba dokonce kontroverzni...

- str. 34 — prosim, co je pamflet ESPGHAN s roku 2012? A pro¢ je to pamflet (=hanopis)?

- str. 37 — vysvétlete, prosim, pojem vitalni barvivo; ve vaSem piipadé se zivé buriky vitalnim
barvivem nebarvi.

- kapitola 6.2 — popis kazdé molekularné biologické metody zainé odstavcem, kde jsou
naprosto okrajové ¢i zavadéjici informace (zejména 6.2.1, ale i dalsi), atkoliv nakonec jsou
metody (zejména Real-Time PCR, chvalim!) popsany dobfe.

- str. 39 - nemiiZete v roce 2019 hodnotit vhodnost molekularné genetickych metod na
zakladé publikace z roku 1997!

- str. 40 — g-PCR neni totéZ, co Real-time PCR, navic tuto metodu z hlediska kvantifikace ani
obecné nepopisujete ani pozdéji nepouzivate

- str. 41- 44 popisujete metody NGS. Jednak vlastné nevim pro¢, jednak tak Cinite velice
nepiesné a chybng, zejména protoze citujete hodnoceni metod z publikaci starych 10 — 15 let.
Nejvice mé zaujala prace o platformé Illumina z roku 1998, tedy z doby nékolika let pied
uvedenim tohoto systému. Ne, prace Ewing et al. z roku 1998 viibec nepojednava o
jakémkoliv NGS, naopak popisuje analyzu dat z pivodnich sangerovskych sekvenatori ABI.
Metody NGS rozhodné nejsou rychlejsi, uvadite zde dalsi nepfesnosti a chybné informace. V
roce 2019 musite Cerpat z recentnich zdroju.

- na str. 46 — 50 popisujete izolaci DNA. Nejdtive popisujete izolaci kitem DDK3/DDKS50.
Jaky je pouZity princip izolace timto kitem? Dale popisujete izolaci kitem GeneAll ExGene —
predpokladam, Ze v tomto pfipadé se jednalo o vazbu na silikaty. PiSete, Ze tento kit byl
pouzivan od roku 2018 — Vy jste pouZzivala jaky kit? A které vzorky jste zpracovala
(provddéla detekci HLA alel) Vy osobné?

- na str. 48 — 50 popisujete izolaci z bukalniho stéru a z krve pomoci naprosto stejného kitu,
opravdu nebylo nutné dvakrat za sebou opisovat stejny protokol.

- na str. 51 pfedstavujete komeréni kity vhodné k typizaci alel. Jak jejich vybér probihal?
Proc je mezi nimi Eurex Medica s.r.o. - neni to Trade Mark, jak uvddite, ani vyrobce kitu;
Eurex Medica distribuuje typizacni kity firmy R.O.S.E- Europe Gmbh, kterou jiZ mdte
uvedenu v tabulce. Proc¢ zde uvadite HLA-B SSP Kit, kdyZ Eurex Medica nabizi 26 riznych
souprav pro HLA typizaci? Uvedené kity oznacujete jako vhodné k typizaci, jsou jiné
neuvedené nevhodné? Kromé toho zde nejsou uvedeny kity ani vyrobci, které pouzivate ve
Své praci.



- na str. 54 popisujete rozsifenou gelovou elektroforézu. Jak se odliSuje od nerozsifené?

- v kapitolach 8.1.8, 8.1.9 a 8.1.10 popisujete vizualizaci elektroforézy, opakované uvadite
pouzity software a jeho popis.

- prvni ¢ast vysledka tvoii kazuistika Vasi kolegyné - celkem vySetieno 13 piibuznych
jedinci. Popis kazuistiky je opravdu pfili§ podrobny: Znovu (uz zase) se definuje pojem
celiakie, osobni a rodinna anamnéza, socialni aspekty (posmésky ve Skole, nervozita uditel)
— nevim, jestli jste tyto Gdaje planovala vyuzit ve statistickém hodnoceni.

- druhou ¢ast vysledki tvofi dotaznikové hodnoceni viech pacienti vySetfenych v laboratofi
GENLABS s.r.0. . Bylo by vhodnéjsi pouzit termin ,,i¢astnici nebo jiny, protoZe termin
pacient evokuje jedince, ktery trpi uréitym zdravotnim problémem. Méli Tito ucastnici
néjaky definovany zdravotni problém? Viech bylo od r. 2014 283, odmitlo kontakt nebo
neuvedlo e-mail 183, ze zbylych 100 odpovédélo 51, a u téch 27 s vysledky nijak dal
nepracovalo (zZadné dalsi vy3etieni). Zbylo tedy 24 G¢astniki, z nichZ 21 celiakii netrpi a 3
ano.

- na str. 70 piSete, Ze z tabulky a z kazuistiky se podafilo dokazat multifaktorialni profil
autoimunitnich chorob. To si rozhodné nemyslim, v tabulce méte zkratka znaky, které nijak
zasadné nesouvisi se sledovanou nemoci. Co mne opravdu piekvapuje, Ze pro dalsi ucely
oznacite pacienty vy3etfené v laboratofi jako za pfipady se suspektni diagnézou celiakie. U
téchto pacientli nikdo takové podezieni nevyslovil. Dalsi statistické hodnoceni je nesmysiné;
v dal§im textu hodnotite vSech 283 pacientii, pfic¢emz u nich znéte jen pohlavi a vék,
jakoukoliv informaci o jejich klinickém stavu méte u 24 jedinct, tedy u 8,5 %.

- déle hodnotite skupinu 70 pacienti, ktera Vam byla poskytnuta z prazskych pracovist. Byly
to vysledky vySetfeni nebo DNA pacientti?

- na str. 79 (a i dfive) uvadite, Ze celiakie je zpiisobena genetickymi a environmentalnimi
vlivy; to neni zase tak prekvapivé, to lze tvrdit o téméf viech znacich.

- v diskusi osvétlujete plivod Gcastnikti dotaznikové akce a kriticky pfiznavate, Ze jste z
nékolika odpovédi udélala statisticky nepriikazny zavér, abyste dale a znovu nekriticky

rohlasila, Ze jste potvrdila teze o souhfe predisponujicich genii a environmentélnich faktort.
gestistra’mkové diskuse je dobfe zpracovana.

Prace Bc. Dominiky Veselé obsahuje velké mnozstvi vycerpavajicich informaci, je
dobfe zpracovanym textem na téma klinické diagnostiky celiakie. Za velkolepym teoretickym
zpracovanim sice zaostava prakticka ¢ast, véfim vsak, Ze po zodpovézeni mych otazek budu
moci praci doporucit k obhajobé.
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