Oponentsky posudek diplomové prace Petry Kotlarové:
ANALYZA MUTACI GENU TSC2: srovndni té¢innosti detekce metodou prosté
DGGE a DGGE s tvorbou heteroduplexu

Vzhledem k velmi ziiZenému prostoru k vypracovdni posudku volim tuto formu:
Nepodbarveny text pochdzi z DP studentky, Zluté oznacené jsou komentdre k nékterym

nepresnostem, modre podbarvené jsou dotazy.

Nepfresnosti:

Vedouci bakalatské prace: doc. RNDr. Radek Vrtél, Ph.D.
laboratofe DNA analyzy FN v Olomouci

Oddéleni genetiky a fetdlni mediciny, FN Olomouc

FISH je cytogenetickd metoda

Vzniklé jednotetézcové molekuly DNA jsou separovidny elektroforézou v nedenatura¢nim
polyakrylamidovém gelu (PAGE), ktery se pfed vizualizaci obarvi stfibrem.

Samotné stribro slouzi k vizualizaci

Vzorky DNA je nejprve nutné amplifikovat bud’ pomoci RT-PCR (real — time PCR) nebo
pomoci Rapid-Cycle PCR, kterd ve srovndni s RT-PCR neni tak ndro¢nd na vybaveni a muze
trvat mén¢ nez 15 minut (Wittwer et al., 1997).

Zcela neptesny popis HRM

jez jsou v kapilarni elektroforéze na zakladé rtzné délky separovany pomoci laserového
detektoru napojeného k pocitaci

Laserovy detektor neseparuje

I pfes nizs§i senzitivitu piimého sekvenovdni (ve srovndni s nékterymi vySe uvedenymi
technikami) je pravdépodobné touto metodou mozné odhalit 74 - 80 % vSech mutaci
v souboru (Sancak et al., 2005), (Jones et al., 2001 ).

Prosim o vysvétleni

K takové situaci mize dojit hned z n€kolika divodi:



® VysSetfovany pacient netrpi TSC, md pouze nékteré charakteristické manifestace.
e Moznost, Ze tuto chorobu zptsobuji zmény jesté i v jiném genu.

e Vliv lidského faktoru, ve kterém hraje velkou roli subjektivita.

® A vneposledni fad¢ i skuteCnost, Ze Zddnd detekéni metoda neni 100% spolehliva.

A co tfeba mutace v nekddujicich sekvencich a regulacnich oblastech

byl rozsiten jesté o jednu zdvére¢nou denaturaci, kdy dochdzi k vytvoteni heteroduplexovych
molekul DNA.

Pfti denaturaci nedochazi k vytvofeni heteroduplexu

Pro¢ netestovala i jiné heteroduplexové teplotni profily na jiz detekovanych zménich a

nevybrala tu nejvhodné&jsi?

1.1.1 Predsekvenaéni PCR

Useky DNA uréené k sekvenaci bylo viak potieba opét amplifikovat. K tomuto tielu byl
pouzit amplifika¢ni program TSC_63A pro PCR s tvorbou heteroduplexu. (Pritbéh programu
TSC_63A — viz. kapitola 6.1, tabulka ¢.4.)

Pro¢ pouzila pro sekvenacni ucely autorka i heteroduplex analyzu?

Falesné negativni (false negative): Vtomto konkrétnim piipadé se jednalo
o abnormalitu, kterd byla detekovdna pouze DGGE po prosté PCR (DGGE po PCR s tvorbou
heteroduplexu tuto abnormalitu nezachytila). Pfitomnost této abnormality ale byla nasledné
potvrzena sekvenaci.

Jak k tomu mohlo dojit, kdyz dle autorky:

Kazdy ze 44 pacienti byl vySetfen nejprve metodou DGGE s tvorbou heteroduplexu v 35

exonech TSC2 genu. Pozitivni ndlezy byly ddle vySetfovany i pomoci prosté DGGE

Proc€ pro srovnani uc¢innosti pouzita ROC analyza?
I ptes veskerou snahu se u 12-ti pacientii v Zddném z 35-ti vySetfovanych exonti nepodaftilo
Zédnou abnormalitu v sekvenci TSC2 genu odhalit.

Muze autorka tuto veSkerou snahu konkretizovat?



1.2  Stanoveni procentualniho zastoupeni jednotlivych typu mutaci

Jednim z hlavnich cili bylo zjistit, zda byly ve vySetfovaném souboru pacientii zachyceny i
zdménové mutace, kde nedochidzi ke zméné v poctu vodikovych vazeb, a pokud ano — kterou
ze dvou srovndvanych metod byly detekovany a v jakém procentudlnim zastoupeni se zde
nachazely.

Kromé toho bylo stanoveno i procentudlni zastoupeni ostatnich typti mutaci nachazejicich se
ve vySetfovaném souboru a vSechny ziskané vysledky byly na zavér porovndny se zdznamy
v mezindrodni databazi Chromium — dostupné na: http://chromium.liacs.nl.

Nutno dodat, Ze pro ucely této prace byl (kromé kauzdlnich mutaci) dulezity i zachyt
neutrdlnich mutaci a polymorfismi.

Veskeré mutace vznikajici v genu TSC2 byly rozdéleny do 3 kategorii dle moZnosti jejich

detekce metodou DGGE:

1. Rozsahlé zmény - nedetekovatelné (rozsdhlé delece, duplikace a inzerce nebo

mutace v oblasti navazani primeru)

2. Drobné zmény - dobie detekovatelné (drobné delece, duplikace a inzerce,
zdménové mutace, kde dochdzi ke zmén€ v poctu vodikovych

vazeb)

3. Drobné zmény - obtiznéji detekovatelné (zaménové mutace, kde nedochazi ke

zméné v poctu vodikovych vazeb)

Predpoklady

e Mutace patiici do 1. skupiny metoda DGGE nebude schopnd zachytit, protoZze je
zaméfena pouze na odhalovani drobnych zmén v DNA analyzovanych gent.

e Vzhledem k tomu, Ze klicovym faktorem pro detekci zmény v sekvenci je rozdilnd
teplota tani analyzovanych DNA fragmentti, méla by DGGE témét se 100%
spolehlivosti odhalit v§echny mutace spadajici do 2. skupiny.

e DGGE po PCR rozsifené o tvorbou heteroduplexu bude ve srovnidni s DGGE po
prosté PCR uspésnéjsi v zachytu abnormalit, jez byly zptisobeny zdménou dvou bazi
se stejnym poctem vodikovych vazeb

Co to mé spolecného s vysledky?



Bohuzel se nezdafilo osekvenovat vSechny vzorky, jez se v polyakrylamidovém gelu jevily
pozitivné. Vzorky, u kterych i ptes opakované sekvenovani nebyl ziskan vysledek, tvoii 23,5
% vSech pozitivnich vzorkd, coZ pii celkovém poctu
51 skuteénych zdmén mohlo v pfipad€ jejich dsp&€Sné sekvenace zcela pozménit pofadi
v procentudlnim zastoupeni jednotlivych typti mutaci.

Netusim jak 23% nevySetfenych mtize zcela zménit potadi kdyz c/t je 47 % a dalsi nejCastejsi

md 13,7 %.

Celkové hodnoceni:

Opakuji se vysledky, nekteré grafy jsou zcela zbytecné, celkové kapitola s vysledky je zmatend
a velkd cdst patii spise do diskuse.

Prdce i pres vyse uvedené vytky splituje vsechny ndleZitosti poZadované na DP a jeji vysledky
budou bezprostredné vyuZity jako podklad pro dalsi posun v oblasti heteroduplexovych
analyz.

Prdci doporucuji k obhajobé

V Olomouci 27.11.2010

Radek Vodicka



