Oponentsky posudek na disertagnl praci Mgr. Hany Hartmanové,

,,»Studium molekularni podstaty vybranych dédiéné podminénych onemocnéni*

Praha, 21 listopadu 2013

Tato prace byla vypracovana v ramci pracovni skupiny vedené Ing. Stanislavem Kmochem, CSc.

v laboratoFi molekularni diagnostiky Ustavu dédiénych metabolickych poruch, 1. Lékarské fakulty
Karlovy Univerzity v Praze. Prace je tedy nejenom odrazem specifické problematiky, ale i &iroké
expertizy Skolitele, Tato disertadnl prace vznikla za podpory vyzkumnych projektl grantové agentury
Ceské republiky; 303/03/H065, 303/07/0781, 305/08/H037, grantové agentury Ministerstva
zdravotnictvi CR: NR80669-3, NR8069-1, 1A/8239-3, NT13118-4/2012, grantové agentury Univerzity
Karlovy: 54/20320827/05, 250051, programi University Karlovy: PRVOUK-P24/LF1/3, UNCE 204011
a 8VV2013/266504 a déle vyzkumnych projektl Ministerstva Skolstvl, miadeZe a t&lovychovy
MSMO00216208086, AVCZ50110509 a 1MB837805002,

Hodnoceni pfedloZzené disertace sleduje nasledujici oponentska kritéria:

1/ Zakladni scientometricka analyza.

Mgr. Hartmanova pfedloZila jako podklady pro svou disertaéni praci komentovany souhrn publikaci

k vyée uvedenému tématu, které je nosnym projektem jeji dosavadnl diouhodobé odborné &innosti

v oblasti molekularni genetiky na Grovni DNA i RNA analyzy a kvalitativniho i kvantitativniho vySetieni
protein( ve tkanich. Disertadni prace je zaloZena na 1 &lanku v impaktovanem &asopisu, kde je
uchazedéka prvnl autorkou s impact factor (dale IF) 6,728. Dale je prace zaloZena na 4 &lancich, kde je

dotycna spolualtorkou se sumarnim |F 69,490,

Uvedeny pUinkaénl vyCet ukazuje mimofadnou kvalitu dosavadni odborné Sinnosti uchazedky a jejf
piinos v oblasti vyzkumu molekutarni podstaty vzacnych onemocnéni. Data vznikala v mncha
piipadech v rAmci internacionalni spoluprace.




2/ Uvod do problematiky metod zkoumani molekularnich mechanismé vzniku vzacnych chorob.

Disertaénl prace zahrnuje Gvod do odborné problematiky. Velmi pilhosny je komplexnt rozbor
prablematiky genetiky vzacnych onemocnéni a metod, kterymi je mozno zjistit jejich molekularni
podstatu.

Koncept genetického mapovan! a pozigniho klonovani umoznil uréenl kauzalni pfiginy genetického
onemocnén( bez znalosti funkce genového produktu,

Auterka velmi hazky znazorfiuje principialni algoritmus postup(, které mohou vést k identifikaci
kauzalnich gend.

Dale jsou vysvétieny metody sekvenovanl od historickych po nejnovéjsl automatizovane komeréni
metody ,next generation sequencing” firem Roche, lllumina, nebo metody AB SOLID TM a lon Torrent
TM sekvenator(.

S rozvojem molekuldrné genetickych metod souvisl rozvoj genetické bicinformatiky, ktera je nutna ke

zpracovani a analyzu ziskanych dat.

~ Uvod do zvolené, metodologické problematiky je dostateéné informatival a optimalné zasazuje
vyzkumnou praci uchazecky do soutasheho domaciho a meziharodniho kontextu.

3/ Clle disertaénl prace.

Cilem disertaéni prace byl pfedevsim metodologicky rozvoj technologie DNA chipu a jeho vyuziti pfi
studiu vzacnych onemocnéni, zavedeni a vyuZiti postupu genetického mapovani a pozi¢niho
klonovani a zavedenl a vyuzitl metody celoaxomového mapovani. Tyto metody v riizné kombinaci
umoznily osvétleni mechanismd vzniku vzacnych onemocnéni jako deficit ADSL, deficit ATP syntazy,
MPS 1lIC, Rotorliv syndrom, ANCL, GAPQO syndrom a X-vazana restriktivni hypertroficka
kardiomyopatie.

4/ Aktualnost zvoleného tématu.

Vzacna onemocneni pfedstavuji geneticky model pro patofyziologické procesy. Objasnéni
molekularnich mechanizm( vzacnych onemocnéni mize &asto pfispét k porozuméni mechanismi
komplexnich a ¢astych onemocnéni & farmakogenetickych fenoménd. Prikladem je objasnéni
molekularné genetickych mechanizm( Rotorova syndromu, které pfispélo k pochopeni mechanismu
vzniku myopatie iako ¢astého vedlejgiho Uginku statind uvedeného v této disertaci.

Objasnéni molekularné genetické pficiny vzacného onemocnénl pfispéje v postizene rodiné k
presnému genetickému poradenstvi a uréenl genetickych rizik. V neposledni fadé umozni primarni
prevenci narozeni dal§lho postizeného ditéte v rodiné provedenim cilené prenatalni diagnostiky,

v nékterych pfipadech i preimplantacni diagnostiky.
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5/ Struény rozbor vysledki a pouZité metody v ramci disertacnl prace.

Metedologicky Mgr. Hartmanova vyznamné plispéla k zaveden( zakladnich molekularné biologickych
metod: PCR, kionovani, sekvenovani a exprese rekombinantnich proteinll, celoexcemového
sekvenovan( a bicinformatické analyzy. Dale se podilela na zavedeni metod genotypovani, pfipravy
oligonuklerotidovych &ipl, na optimalizaci pfipravy vzorkd a jejich fluorescenéniho znaéeni a
hybridiza¢nich experimentech, a na zavedeni a rozvoji sekvenaénich technik pro sekvenatory nove

generace.

VyuZiti téchto metod v rizné kombinaci pfispélo k nalezeni kauzalni mutace a osvétleni molekularn(
podstaty u nasledujicich onemocnént:

Deficit adenylosukeinagt lyazy (ADSL) (OMIM 103050) predstavuje metabelickou poruchu purin.

Srovnani s mySim proteinem umoZnilo identifikovat tplnou sekvenci humanniho genu ADSL véetné
jeho izoforem. Kauzalni mutace byly identifikovany u postizenych jedinecd. Klonovanim a expresi
rekombinantnich proteinl se pedafilo charakterizovat viastnosti mutantnich protein( v porovnani
s wild-type proteinem. Uréenim pfitomnosti proteinu v likvoru se podafilo naznaéit roli sukcinylpurini

mahiy byt vyvinuty nova diagnosticka kritéria, ktera umoZnila shromaZdéni nejvétdiho svétového
souboru pacientl s defektem ADSL (Krijt ef al. 1999, Kmach et al. 2000).

Mar. Hartmanova se podilela na rozvaoji expresni chipu pro mitochondridlnl proteiny (GeneSurfer). Na
zakladé toho mohla byt studovana exprese mitochondridlnich gendl u pacientil s izolovanym defektem
ATP-syntazy, u kterych mohla byt nasledné identifikovana kauzalnl mutace v genu TMEM70 (Cizkova
et al. 2008).

Studium exprese mitochendrialnich gend v leukecytech pacient s MPS llic (SanFilippe Syndrom

OMIM; 252930) v kamhinaci s pfedchozim genovym mapovani, se podafilo identifikovat kauzalni gen
u nepiibuznych pacientd s MPS It (Hiebitek et al 20086).

Dalsim studovanym vzacnym onemocnénim byl Rotorlv syndrom (OMIM 237450). Objasnéni

molekularmné genetického mechanismu za¢alo nejdfive vylou¢enim mutacf u genu Dubin Johnsonova
syndromu, kiery je klinicky a biochemicky velmi podobny. Tim se vylougila hypotéza alelickych variant
t&chto syndrom(. Mgr. Hartmanova se podilela na pfipravé chipu pro CGH analyzu dalsich
kandidatnich gen(. Toute metodou byly vylou¢eny vyznamné genomové delece nebo duplikace.
Dalsim krokem bylo provedeni homozygotniho mapovani postizenych rodin, které odhalilo
homozygotn! oblast na chromosomu 12. Provedeni opétovné analyzy zmén poétu kopil byly cbjeveny
delece zasahujici dva geny SLCO1B3 a SLCO1B1. Funkéni histochemicke studie potvrdily
nepfitomnost genovych produktl na sinusoidni membrané hepatocytl a potvrdily kausalitu
odhalenych mutacl. Na zakladé tohoto vyzkumu byla pfehodnocena fyziologie exkrece bilirubinu a
jeho opétovné resorbee v konjugované formé (van de Steeg et al. 2012).

Pro objasnéni molekulamf podstaty adultni formy neuronalni ceroidni lipofuscindzy (ANCL) pouZila

Mgr. Hartmanova veimi rozsahlou paletu molekularng genetickych metod zahrnujicich genove
mapovanl, vylougeni rozsahlych deleci a duplikact komparativni genovou hybridizaci, expresni studie
a exomaové sekvenovani postizenych jedincl. Teprve propojenl véech téchto metod a jejich vysiedd




vedio k identifikaci kauzalnihc genu DNAJGCS. Vysledky této studie pfispé&li mimo jiné k identifikaci
neuroprotektivni funkce gencvého produkiu DNAJCS (CSPa) (Noskova et al. 2011).

Stejny metodologicky pifstup uplatnila Mgr. Hartmanova ve studiu Kufsovy choroby, kdy byla nejprve

provedena vazebna analyza, dale byly vylougeny delece a duplikace v genomu pomoci Affymetrix
GeneChip Mapping 6.0 Array a bylo provedeno celoexomové sekvenovani pacientlt a jednoho
nepostizengho. To vedlo k identifikaci jiz znamé mutace v genu pro presenillin (PSEN1), Tato
molekularné genetickd analyza umoznila upfesnénf klinické diagndzy na formu alzheimerovy choroby
U postizenych. Sougasné s kauzalni mutaci byl identifikovan dale znamy polymarfismus v genu pro
kathepsin, ktery byl nedavno popsén jako rizikovy faktor pro vznik alzheimerovy choroby.

Vzacna autosomalné recesivni choroba GAPQ Syndrom (OMIM 230740) byla studovana v postizené
rodingé opét kombinacl vazebné analyzy s vylouéenim genomovych deleci a duplikacl chipem
Affymetrix GeneChip Mapping 6.0 Array. Nasledné bylo provedeno celoexomové sekvenovanl. Pouze
jedna z variant nalezenych pfi celoexomovém sekvenovani se nachazela ve vazebnou analyzou
vymezene homozygotn( oblasti. Jednalo se o homozygotnl zaménu v genu pro antrax toxin receptor 1
(ANTRXRT), vedouci k vytvofeni pfedéasného stop kodonu. Kauzalita této mutace byla potvrzena

funk&nimi, expresnimi studiemi ve fibroblastech pacientl. Diky vysledikiim této prace je moZné

genetické testovani v rodinach (Stranecky et al. 2013).

Poslednim studovanym onemocnénim byla na X chromosom vazana forma restriktivii
kardiomyopatie. Zde pouZite cetoexomové sekvenovani u tfech postizenych jedincl odhalilo
kandidatni gen FHL 1, kiery byl jiZ popsan u dalsich X-vazanych myopatii a kardiomyopatii. Western
blot ukazal pfitomnosti mutovaného proteinu v srdeénl tkani a imunohistochemické barven srdeén(
tkané prokazale nepfitomnost véech forem imunaoreaktivniho ,wild type* proteinu u pacientd
(Hartmanova et al. 2013),

7/ Nove poznatky disertadnl prace.

Diky metodicke expertize bylo mozno identifikovat nove kauzalni geny u vy$e zminénych

onemocnéni.

Metodologicky se autorka podilela na rozvoji technologie DNA chipu H-Mito-Array, ktery mize byt
vyuZit ke studiu genové exprese a dopliuje tak metody dosud komereéné dostupnych kitd.

8/ Vyznam disertaéni prace pro spoleCenskou praxi a pro dalsi rozvoj oboru

Studium jednotlivych ptipadd mélo bezprostfedni dopad na kvalifikované genetické poradenstyi
v rodinach a umoznilo jejich prevenci formou prenatalnl i preimplataénl DNA diagnostiky v nékterych

ptipadech i cilenou 1&Ebu.
Na zakladé vysledkd molekularné genetické studie se mohla upfesnit diagnéza v nékterych rodinach.

Poznatky molekuldrng genetickych studil umoznily nové definovat patofyziologii cirkulace bilirubinu a

mechanismus vzniku myopatie indukované statiny.




ldentifikace a popsani genu a genetického produktu zpGsobujici adultnl formu neuronalni cerodiné
lipofuscindzy otevielo daldi cestu ke studiu neuroprotektivni funkce proteinu CSPa.

Disertadni prace a &etné publikované vysledky jednoznatné piispély ke zdokonaleni diagnostickych

metod a strategie vy$etiovani, které mohou vést k identifikaci kausainiho genu u genheticky
podmin&nych onemocnéni.

Vyznamné je schopnost kembinace studii na Grovni DNA, RNA a proteind, které vedou nejen
k identifikaci potencidlni kauzalnl mutace, ale osvétli i patofysiclogicky mechanismus vzniku choroby.

Zaver.

Tato disertaénl prace ma vynikajici védeckou uroved, se Sirokym komplexem pouzitych molekularné
genetickych metod. Predlozené vysledky prosly zasvécenym kritickym hodnocenim v renomovanych
zahraniénich éasopisech (napt. Nature Genstics, Am J Hum Genetics, Circulation Genetics), coz vie
jednoznaéné svédél, ze uchazetka ma hluboké znalosti studovaneho aboru. Publikaéni aktivita je

vynikajicl a z hlediska kvality a citovanosti by obstala pfi podobnych disertaénich Fzenfch i na

zahraniénich univerzitach!

1/ Na ptedlozené diserta&ni praci jsem nenaéla zadné formaini a formulacni nedostatky a tak ji mohu
piné doporutit k obhajobé,

9/ Predlozena disertadni prace jednoznadné dokumentuje pfedpoklady Mgr. H. Hartmanové k
samostatné védecké praci.

3/ Doporuguji proto tuto praci pfijmout v pfedlozené formé jako podklad pro udéleni titulu Ph.D. za

jménem.

S pozdravy!

/




