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Tato prace byla vypracovana na Ustavu dédiénych metabolickych poruch (dale UDMP)
UK 1. LF Praha a VFN pod odbornym vedenim MUDr. Martina Hiebitka, Ph.D. V této préci
je shrnuto vice neZ 5 let prace na této dilezité problematice, ktera piispéla k ozfejméni
molekularni patogeneze vybranych dédi¢nych poruch metabolismu a zavedeni novych
metodickych postupt pro studium lysosomalnich sttadavych onemocnéni.

Regena problematika je v domacim kontextu prioritni, vyplyva z fedeni projekti IGA
MZCR, AZV CR, GAUK a PRVOUK ILF a ma pozitivni praktické dopady pro diagnostickou
praxi v ramci UDMP, véetn dalich center pro metabolickd onemocnéni u nas a v zahranici.

Hodnoceni ptedloZené disertadni prace sleduje nasledujici oponentska kritéria:
1/ Z4kladni scientometrickd analyza.

Diserta&ni prace je napsana ¢tivé, vécné a bez zasadnich stylistickych chyb. Po formalni
strince ma prace celkem 139 stran, vCetné publika¢nich pfiloh, které obsahuji standardni
strukturu diserta¢nich praci a jejich publika¢nich piiloh.

V obecné &asti je prehledn& zpracovana problematika biologické role lysosomu. Déle je
popisovana izolace lysosymu a lysosomélnich membrén, veetné relevantnich aspektd
molekularni patogenese u lysosomélnich sttddavych onemocnéni. Kapitola tykajici se
inaktivace chromosomu X je rovnéZ podrobné zpracovana, v&etné gentl unikajicich jeho
inaktivaci a ,zeSikmeni“ (my3leno ,skewed X inactivation®) epigenetickymi mechanismy
relevantnimi pro studovanou problematiku. Aktudlni pro studium vzacnych onemocnéni je i
problematika mosaicismu X-chromosomoveé inaktivace v riznych tkanich. RovnéZ tak velmi
ocefiuji kapitolu, kterd se pfehledné zabyva na chromosom X- védzanymi onemocnénimi a
metodami, které stanovuji poméry XCI.

Ing. Musélkové je prvni autorkou dvou praci (Folia Biologica 2013, Blood Cells
Molecules and Diseases 2015) a spoluautorkou tfech praci v Clinica Chimica Acta 2015, Folia
Biologica 2016 a Gene 2016) v impaktovanych ¢asopisech a tim spliuje pozadavky kladené na
PhD prdce na Université Karlové. Bohaty je i seznam posterovych sdéleni a prednasek na téma
této disertaCni prace.

2/ Cile a hypotézy disertadni price.

74kladnim cilem disertaéni prace Ing. Dity Musalkové bylo a) vytvofeni jednoduché
metody pro obohaceni lysosymi/lysosymalnich membran pro vyzkum obecnych vlastnosti




lysosymu, jejich proteinovému obsahu a monitoringu jejich zmén u lysosomaélnich stfadavych
onemocnéni; b) ovéfeni zda promotorové varianty rs4523300 a rs149596192 v genu HGSNAT
pro lysosomalni membranovy enzym maji vliv na aktivitu tohoto enzymu u kontrolnich
zdravych osob (viz. prace kolegyn& z laboratofe $kolitele Dr. Richtrové PMID: 27452122) za
pouziti luciferazového znaleni; c) dokonéeni ndvrhu metody zapodaté v priibéhu diplomové
prace uchazeCky pro stanoveni poméru X- inaktivace na velkém souboru vzorkd, které
prokazuji nezbytnost vyuZziti metod bez dinukleotidovych repetic a d) stanoveni novych metod
pro charakterizaci poméru X-inaktivace u Zen heterozygotnich pro riizna X-vazana onemocnéni,
a to nejenom lysosomdlni stfddavd onemocnéni (viz. podrobny popis pacientky
s mukopolysacharidosou typu II s mutaci v genu HPRT] a pacientky s deficitem enzymu OTC).

Popis metod pro izolaci lysosomu a jejich membran, pfipravy selekénich gradientd,
analyza proteinli a méfeni enzymatickych aktivit, Western blottingu a metod vyuZitych pro
studium vySe uvedenych promotorovych variant je podrobny a informativni. Velmi ocefiuji
podrobny popis metodiky, kde jsem se poudil ohledné aktudlniho vyvoje v této oblasti.

V souhrnu Ize uvést, Ze cile a hypotézy predkladané prace jsou adekvatné uvedeny, a tak
odpovidaji obecnym postuptm uplatnénym v molekularni biologii a aZ po validaci metodickych
postupti na klinickych p¥ikladech.

3/ Aktualnost zvoleného tématu disertadni prace.

Ing. Dita Musalkova zvolila medicinsky dulezitou a dosud ne zcela dofeSenou
problematiku studia molekularni patogeneze X chromosomové inaktivace u stfadavych
onemecnéni. Tato prdace md proto diileZity dopad na rozvoj dalSich vyzkumnych postupii, hlavné
diky peclivé metodické prdci uchazecky. V tomto ohledu je dileZité obohaceni lysosomalni
membrany z kultivovanych bunék v krokovém sachardézovém gradientu, kterd ma zakladni
vyznam pro studovand onemocnéni. Nové metody stanoveni zeSikmeni X-inaktivace zaloZené
na rozdilné metylaci DNA v promotorovych oblastech genli u aktivniho / inaktivniho X
chromosomu, byly vyuzity v publikaci popisujici vzacnou manifestaci mukopolysacharidosy
typu I, kde diky 100:1 XCI poméru doslo k uplné expresi mutované alely. Zajimavy je i vliv
sestfihové mutace v genu HPRT na selekci bun&k s aktivnim chromosomem X bez této mutace
dokumentované v kolaborativni praci, ktera nemohla jinak ozfejmit rozdily mezi jednotlivymi
pacientkami. Podobn¢ zajimavé je studium X inaktivace v explantovanych jatrech u pacientky

s deficitem OTC, ktera kvili opakovanym komplikacim (hypermaonemie) musela podstoupit
transplantaci kostni dfeng, kterd prokazala intraorganovy mosaicismus a tkafiové specifické
rozdily v X inaktivaci.

V' souhru uchazetka uchopila dileZitou problematiku, kde nebyly dostate¢né
standardizované metodické pfistupy, a tak v tomto ohledu fesila ve domaci literatufe dosud
nepopsanou problematiku mosaicismu a selekce u X-inaktivovanych alel.

4/ Pouzité metody v ramci disertaéni prace.

O velmi dobré metodické urovni disertaéni prace sv&d¢i predevsim Siroké spektrum
pouzitych laboratornich vyzkumnych postupti. Nejsem sice expert na metodiku studia



inaktivace chromosomu X, ale velice si cenim komplexniho a integrovaného piistupu ke
studované problematice. Statistické metody byly pFiméfené a provéfené oponenty
mezinérodnich ¢asopisi, kde uchazedka své vysledky publikovala.

5/ Nové poznatky disertaéni price a jejich vyznam pro dalii rozvoj oboru.

Ing. Dita Musalkova dosdhla prioritnich vysledkdi na pfedev§im na doméci trovni.
DosaZené poznatky oteviraji metodicky prostor pro dal¥i studie tohoto typu u lysosomalnich
sttadavych onemocnéni, ale i dali X-vazanych onemocnéni v 1ékatské genetice.

Zavér: Disertatni prace Ing. Dity Musalkové je pfinosna i pro molekularng genetické studie
vyuZivajici objektivizaci X-inaktivace a tkafiového mosaicismu u daldich metabolickych
onemocnéni. Prace je tedy nejenom odrazem specifické problematiky, ale i vyvoje celého
oboru, kdy je nezbytné kombinovat riizné molekularng genetické a expresni analyzy, a brat
v potaz selekci a tkdflovy mosaicismus.

PfedloZena préace je vécna a ma velmi dobrou odbornou trovei. Predlozené vysledky
prosly zasv€cenym kritickym hodnocenim v impaktovanych &asopisech, coz jednozna¢né
sveédCi o tom, Ze uchazedka mé velmi dobré znalosti studovaného oboru.

Na predloZené disertacni prdci jsem nenasel Zddné formdini a formulaéni nedostatky a
tak ji mohu piné doporucit k obhajobé. Disertacni prdce prokazuje predpoklady autorky k
samostatné védecké prdci a tak doporucuji udélent titulu ,, Ph.D* za jménem.

S pozdravy!

Prof. MUDr. Milan Macek ml, DrSc.



