Oponentsky posudok na dizertacna pracu RNDr. Jany Neupauerove;j

,VySetreni geni DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 a SODI u ¢eskych
pacientii s dédi¢nou neuropatii axonalniho typu"

Autorka sa vo svojej dizertanej praci venuje mimoriadne komplexnej problematike
dedi¢nych neuropatii (CMT) so zameranim na axonalnu formu neuropatie. Je to vel'mi
aktudlna a zaujimava téma, zistené poznatky prispievaji k objasneniu danej
problematiky, aj vd’aka pouzitiu najnovSich molekularno-genetickych metéd.

Predkladané praca ma Standardné Clenenie.

V uvode je struény a zrozumitel'ny prehl’'ad problematiky dedi¢nych neuropatii,
klasifikacia jednotlivych typov na zaklade klinickych aj elektrofyziologickych kritérii,
s popisom $truktary a funkcie vybranych génov, ktoré boli hlavnym predmetom §tudie.

Nasleduju Ciele prace, v ktorych sa autorka primarne zamerala na muta¢nu analyzu
génov DNM2, GARS a TRPV4 s cielom zistit’ ich podiel pri vzniku axondlnej forme
dedi¢nej neuropatie, stanovit’ spektrum variantov a spektrum fenotypov pacientov
s kauzalnymi variantami v tychto génoch. V d’al$ich ciel’'och si autorka stanovila
vySetrit’ reprezentativny stibor pacientov na pritomnost’ naj¢astejSicho patogénneho
variantu v géne MORC?2 a zistit’ €i varianty v géne SODI mézu byt pric¢inou axondlnej
neuropatie 1 ¢eskych pacientov. VSetky ciele boli splnené.

V kapitole Pacienti je vel'mi stru¢ne popisany vyber pacientov do Stadie. Chyba
podrobnejsi popis selekénych kritérii na zaklade, ktorych boli pacienti do Studie
zaCleneni, vratene charakteristiky suboru (vek, pohlavie, resp. in¢). Autorka uvadza, ze
povodne vybrali 50 pacientov s axonalnym typom neuropatie, ale v d’al$ich kapitolach
sa uz spomina subor 217 pacientov na masivne paralelné sekvenovanie (MPS) panelu
97 génov a 161 pacientov pre analyzu génu MORC2. Selek¢né kritéria pre tieto
skupiny pacientov v celej praci absentuji.

V kapitole Metodika je popisané Siroké spektrum pouzitych metdd (od izolacie
DNA z krvi alebo slin, cez PCR amplifikaciu a sekvena¢n reakciu jednotlivych
génov, MLPA, restrikéné Stiepenie az po MPS).

Kapitola Vysledky popisuje nalezy v jednotlivych génoch a ich moznu asocidciu
s fenotypom, priCcom je vel'mi prehl'adne doplnena rodokmenimi, fotografiami
klinickych prejavov u konkrétnych pacientov, tabul’kami a obrazkami vysledkov.

V Diskusii autorka rozobera ziskané vysledky, ktoré porovnava s dostupnou
literatirou, snazi sa popisat’ moznu kauzalitu variantov na zaklade in silico
prediktivnych algoritmov, dostupnych funkénych Studii a frekvencii variantov
v roznych populaciach. Autorka opisuje algoritmus vysetrenia pacientov s podozrenim
na dedi¢né neuropatie a vysvetl'uje preco ma MPS nezastupitelna tlohu pri
diagnostike tak komplexného ochorenia.

V Zévere je zhrnutie vysledkov, ktoré su doplnené o autorkou navrhnuté
roz$iritelné kritéria pre lepSiu diagnostiku niektorych podskupin dedi¢nych neuropatii
(centronuklearna neuropatia) a kritéria pre cielent diagnostiku génov TRPV4
a MORC?2 u vybranych pacientov. Nielen ja ale aj ostatni Citatelia by urcite ocenili
aktudlny algoritmus, idedlne v grafickej podobe, akym sposobom st pacienti s CMT
diagnostikovani a vySetrovani na pracovisku autorky.



Préca je na konci doplnena Prehl'adom vysledkov vlastnych praci, ktoré pozostavaju
70 16 ¢clankov v ¢asopisoch s IF (9 priamo zameranych na problematiku dedicnych
neuropatii), z ktorych v troch je hlavnou autorkou. Autorka nad ramec stanovenych
cielov prezentuje publikacie, ktoré sa tykaju ¢i uz samotnych dedi¢nych neuropatii
alebo publikacie zaoberajuce sa genetikou epilepsii.

Z formalneho hl'adiska su v praci drobné nedostatky, niektoré skor kozmetického
charakteru. V zozname pouzitych skratiek by vysvetlenie jednotlivych skratiek nemalo
zasahovat’ pod d’alSie skratky. Zjednotil by som skratky pre CMT, jednotlivé
podskupiny st zaddvané raz spolu inokedy oddelene: CMT]1, resp. CMT 1 a pod.
Obrazok 2, v zelenom diagrame malo byt’ asi postihnutie hornych namiesto dolnych
motoneuroénov. Pre tabul’ky primerov by som volil jednotny format, niektoré sekvencie
su v tripletoch, niektoré su velkymi pismenami, niektoré malymi, prip. ich
kombindcie. Forward primer pre 11/12 exon génu TRPV4 chyba. Podmienky pre PCR
by som pre prehl'adnost’ celej kapitoly uviedol len 1x, s uvedenim rozsahu
annealingovej teploty pre jednotlivé gény. Preklep na strane 77 - degron, mala byt
oblast’?

Vyznam prace pre d’alSi rozvoj vedného oboru a mozZnosti ich vyuZzitia v praxi.

Autorka sa v dizertacnej praci venuje problematike dedi¢nych neuropatii, primarne
axonalnemu typu ochorenia, kde uspeSnost’ odhalenia genetickej pri¢iny ochorenia
vyuzitim klasickych metod molekularnej genetiky bola doneddvna vyrazne nizsia ako
pri demyeliza¢nej forme CMT. Zistené poznatky nepochybne prispievaju d’alSim
ktaskom k rozlusteniu zlozitej mozaiky molekuldrnej podstaty dediénych neuropatii
a majui nepopierate'ny vyznam nielen pre pacienta a jeho rodinu, ale hlavne pre d’alsi
rozvoj lekarskej genetiky, molekularnej diagnostiky, neopominajic
novych moznostiach liecby. Relevantnost’ prezentovanych vysledkov podciarkuje aj
publika¢nd ¢innost’ autorky a je predpoklad, Ze unikatna velkost’ stiboru v spojeni
s vyuzitim najmodernejSich molekarno-genetickych analyz je a bude dobrym
zakladom pre pokracovanie v nacatej praci a ziskavanie novych jedine¢nych
poznatkov, ktoré najdu ohlas v odbornej verejnosti aj na medzinarodnej urovni.

Zaver

Dizertacnu pracu Dr. Neupauerovej hodnotim ako mimoriadne kvalitnd, ndro¢nt na
vel'kost’ suboru a spektrum pouzitych metdd. Autorka preukéazala schopnost’ nielen
samostatne pracovat, analyzovat’ a interpretovat’ ziskané vysledky ale hlavne
prezentovat’ a obhdjit’ nové poznatky pred odbornou verejnostou.

PredloZena praca preukazuje schopnost’ autorky k samostatnej tvorivej vedeckej
prace a odporic¢am k udeleniu titulu ,,Ph.D.*

Bratislava, 7.1.2019 RNDr. Peter Vasovcak, Ph.D.
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Laboratorium lekarskej genetiky
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K praci by som mal nasledujuce otazky:

1.

Bol nejakym spdsobom preselektovany sibor 217 pacientov vybranych pre
MPS, ak 4no na zéklade akych kritérii? Spifali vietci vybrani pacienti klinické
kritéria pre axonalnu formu neuropatie?

O kol’ko % sa zvysila objasnitel'nost’ dediénych neuropatii axondlneho typu

a CMT celkovo, vyuzitim MPS analyzou panelu 97 génov?

Variant p.(Argl90Trp) v géne MORC?2 bol po celoexdémovej analyze
konkrétneho pacienta prvotne prehliadnuty/povazovany za benigny? Skupina
161 pacientov na fragmenta¢nt analyzu bola podskupina 217 pacientov na
MPS?

Je znamy daj kol'ko % pacientov s axondlnou formou neuropatie moze byt

v dosledku velkych génovych prestavieb, mé autorka nejaké vlastné poznatky?
Ak nie je dostupna MLPA pre konkrétne gény, uskuto¢iiuje nejaka in1 analyzu
k detekcii kvantitativnych zmien vo vybranych génoch, napr. arraye,
bioinformatickd analyza pre odhalenie delécii/duplikacii z tdajov MPS?

Otazka k publikécii venujucej sa neodhaleniu patogénneho variantu Sangerovym
sekvenovanim v géne MFN2 v désledku SNP pod primerom, ktora nie je sucast'ou
stanovenych ciel'ov

1.

Potom ¢o bol zisteny vysokofrekventny polymorfizmus pod jednym z primerov,
boli dodato¢ne preanalyzovani pacienti (130), povodne negativne testovani pre
dany exén MFN2 génu?



