Studentka: Bc. Markéta Straska

Vyskyt polymorfismi v genu MTHFR a jejich mozna asociace se sterilitou a problematikou
opakovanych spontannich potratil v &eské populaci

Posudek skolitele

Prace Markéty Straské se zabyva souvislosti mezi vyskytem konkrétnich polymorfismii v genu
MTHEFR u jedinci trpicich idiopatickou sterilitou nebo opakovanymi spontannimi potraty. Tato prace
navazuje na jeji bakaldfskou praci, ve které se vénovala vlivu polymorfismi enzymu MTHFR a
trombofilnich mutaci na priib&h gravidity.

Prace je logicky roz¢lenéna do kapitol a podkapitol, je psana srozumitelng, &tivé a velice podrobng
popisuje design celého experimentu. Jedna so 90 stran textu, takZe uréité doflo k piehlédnuti
nékterych preklepd, bez kterych se dle mého nazoru neobejde asi zadna obsahlejsi prace. Po
gramatické, stylistické i grafické strance hodnotim praci jako nadpriimérnou. Oceiiuji zejména
rozsahlou a podrobnou diskusi, ve které jsou diskutovany vysledky recentnich i star$ich studif, které
piinasi pro dany vyzkum stejn& vyznamné informace a déle jeji samostatnost pfi sepisovani prace.

Hlavni hypotézou, ze které vychazi tato prace je predpoklad, Ze opakované sponténni potraty mohou
byt zplisobeny riznymi kombinacemi polymorfismit C677T a A1298C v MTHFR genu u obou rodi¢i
a nasledné je pak ovlivnéna i Zivotaschopnost jejich plodd, které nesou neptiznivou kombinaci (cis)
v genu MTHFR. Soucasné studie ukazuji, Ze jedinci s genomovou konstituci MTHFR 677TT/1298CC,
MTHFR 677TT/1298AC nebo MTHFR 677CT/1298CC (v3echny z nich jsou znamy jako cis
konfigurace) se ve studovanych skupinich nevyskytuji nebo se vyskytuji velice omezené. Zminéné
polymorfismy zasadné oslabuji aktivitu enzymu MTHFR a tim i metabolismus folatu, ktery je zasadni
pro syntézu nukleovych kyselin a methylaéni procesy, stejné jako pro regulaci bunééné exprese.
Dramaticky dopad vyskytu alely MTHFR 677T na usp&$nou graviditu u chromozomalné normalnich
embryi doporu¢enych k implantaci byl jiz védecky prokazan. Navic genotypy v cis konfiguraci
vykazuji v normalni populaci velmi nizkou Zetnost a byly ve zvySené frekvenci pozorovany ve
skupin€ vzorkl plodovych tkani ziskanych ze spontannich potrath. Prace tedy vychazi z védecky
podloZenych faktii.

Hlavnim cilem experimentalni &asti bylo otestovani pari s poruchou plodnosti nebo u nich dochazi
k opakovanym spontannim potratim a to v souvislosti s cis/trans konfiguraci dvou nejbé&znéjsich
polymorfismi v genu MTHFR (studovana skupina). Dal§im cilem bylo statistické zhodnoceni
frekvence vybranych polymorfismtt C677T a A1298C v genu MTHFR v &eské populaci na zakladé dat
ziskanych v na$i genetické laboratofi (kontrolni skupina). Oba hlavni cile i jednotlivé dil¢i cile byly
naplnény, ackoli velikost studované skupiny nebyla dostatena pro statistické zpracovani. Pfesto byla
ziskana data z obou skupin statisticky zpracovana. VSechny ziskané vysledky jsou v praci pomérné
podrobné uvedeny v tabulkach &i grafech.

Finan¢ni prostfedky pro vyzkum jsme se pokusili ziskat na dvou frontach. Navrh projektu soutézil
ve vefejné soutézi vyhlasené Grantovou agenturou CR, kde neobstal a pak studentka podala navrh
projektu také vramci fakultni soutéze SGA. Hodnoceni SGA dopadlo velice dobfe (projekt byl
hodnocen velice kladng, stupném A ve vSech kategoriich), ale bohuzZel byl vyfazen ztechnickych
divodi, kdy chybél fakultni garant a ja jako vedouci prace jsem v té dob& nebyla zaméstnancem
fakulty a tedy muj student v roce 2016 nemohl Zadat o finanéni prostfedky v této soutéZi. Na zakladé
této zkuSenosti byla pravidla soutéZe pozménéna a zadat mohou i studenti, které vede externi $kolitel.



Soubor vzorkii pacientii s idiopatickou neplodnosti &i s opakovanymi spontannimi potraty nebylo
jednoduché nashromazdit. Pro uzsi spolupraci jsme oslovili reprodukéni centrum IVF centrum prof.
Zecha v Plzni a nékteré gynekology. BohuZzel jsme zjistili, Ze v téchto zafizenich je part s opravdu
idiopatickou neplodnosti velice mélo. Nakonec Markéta oslovila vefejnost a vybér kandidati pro
projekt byl proveden na zékladé vyplnéni vstupniho on-line dotazniku.

Dilezitou soudasti projektu byla formulace vyzkumnych otizek uvedenych v cileném dotazniku, na
zékladg kterého byli vybrani t&astnici studie. K formulaci otdzek uvedenych v dotazniku jsme pfizvali
specialisty z reprodukéniho centra a to Mgr. Martinu Hrubou, Ph.D. a MUDr. Renatu Krmickovou,
Ph.D. Projekt byl schvalen etickou komisi ZSF JU, protoZe Pfirodovédecka fakulta takovou komisi
nedisponuje.

Studentka pracovala po celou dobu velice samostatné a sama si zorganizovala hledani zijemci o
genetické vySetfeni ve dvou vinach. Vzhledem k tomu, Zze néklady na projekt financovala laboratof,
nebylo by mozné zpracovat stovky vzorkii, jak bylo piivodné planovano v navrhu projektu pro GA
CR. Nedostatek ziskanych vzorki do studijni skupiny tedy neni chybou studentky, ale je to prakticky
disledek nezdafilych pokusti o ziskani finan&nich prostfedkii z externich zdroji. Jeji projekt mél
poslouzit jako pilotni projekt, ktery by ukézal, zda je naSe hypotéza spravna.

Béhem studia ziskala studentka kvalitni laboratorni praxi v akreditované genetické laboratofi, naucila
izolaci DNA z periferni krve i z bukélnich stérii, prakticky si osvojila n€kolik diagnostickych pfistupi:
PCR RFLP, PCR ARMS, reverzni hybridizaci na stripech, real-time PCR, gelovou elektroforézu,
analyzu ziskanych dat. Veskeré pouZité postupy v uvedené v praci probihaly dle vypracovanych
zavedenych postupii, které laboratof b&Zn& pouziva. Prace s DNA, ktera je izolovana z bukalnich stérd,
je problemati¢t&jsi nez prace s DNA ziskané z periferni krve. V piipadé nejasnosti pfi odeCitani
vysledkii bylo pFistoupeno k doplnéni o dal$i metodu a to o sekvenovani PCR produkti. Pokud budu
hodnotit jeji schopnost pracovat v laboratofi, tak mohu konstatovat, Ze patfi k tém Sikovnym navic se
schopnosti samostatné uvazovat. Pomérné rychle zvladla laboratorni praxi ve zdravotnické laboratofi.

Statistické hodnoceni vysledki je provedeno na vysoké urovni. Ke spolupraci byl pfizvan
profesionalni statistik. Bohuzel vzhledem k malému podtu analyzovanych vzorki vysla data vétsinou
nepritkazng. Pfesto se podafilo prokdzat absenci cis genotypl ve sledované kontrolni i studijni
skuping, kdy bylo celkem vySetfeno 152 jedincii. Zajimavy byl zjistény nizky vyskyt pivodniho
genotypu (pokud je tento genotyp viibec piivodni) MTHFR 677CC/1298AA v obou skupinéach.

Zavérem chei dodat, 7e odborné stranka diplomové prace byla zajisténa ve vSech oblastech a pevné
v&Fim, Ze pokud by méla Markéta zpracovat vétsi objem vzorki v ramci feseni grantu, nebyl by to pro
ni problém a snad by ziskala i zajimavéj3i vysledky podporujici pivodni hypotézu. Vymezené cile
diplomové prace byly naplnény. Sepsani této prace bylo i pfes maly pocet vzorki ve studijni skupiné
jisté velice naro&né. Spoluprace se studentkou byla velmi pfijemna, k feSeni dil¢ich navic velice
ocefiuji jeji nadSeni pro dané téma, protoze gen MTHFR a jeho vyznam je v Ceskych kruzich bohuzel
spiSe ignorovan, a&koli za hranicemi se mu odborné publikace vénuji nejen v souvislosti se sterilitou a
opakovanymi spontannimi potraty.

Praci doporucuji k obhajobé.

Dne 23. 5.2018 v Adamové Mgr. Daéﬁ Bystricka, Ph.D.



