Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Evy Richtrové

»Charakterizace promotorovich oblasti genii HGSNAT a GBA, a pFispévek ke studiu
patogeneze MPS ITIC a Gaucherovy choroby*,

Praha, 25. kvétna 2014

Tato price byla vypracovéna na Ustavu d&diénych metabolickych poruch (déle
UDMP) UK 1. LF Praha a VEN pod odbornym vedenim MUDr. Martina Hiebitka, Ph.D.
V této prici je shrnuio vice nez 8 let prace na této duleZité problematice, ktera pfispéla
k ozfejm&ni molekuldrn/ patogeneze mukopolysacharidézy ITIC (MPS IIIC; SanfilipGv
syndrom typu c) a Gaucherovy choroby (GC). Rovnéz tak byla dspésné studovana fenotypova
variabilita u pacientll se stejnym genotypem u téchto vzdcnych onemocnéni. Regend
problematika je u nas prioritni a ma pozitivn{ praktické dopady pro diagnostickou praxi
v raimei UDMP, véetng dalich center pro metabolicka onemocnéni u nas a v zahrani¢i.

Hodnoceni pfedlozené disertadni prace sleduje nasledujici oponentskd kritéria:
1/ Zakladni scientometricka analyza.

Disertaéni prace je napsana &tiveé, vécné a bez zasadnich stylistickych chyb. Po
formaln{ strdnce ma prace celkem 151 stran, véetn& publikatnich piiloh, které obsahuji
standardni strukturu disertaénich praci a jejich pfiloh. V obecné ¢asti je prehledné zpracovéna
problematika biologické role lIysosomu zhlediska jejich fagocytdrni role, zahrnujici
endocytozu, fagocytézu, autofagocytézu, makroautofagii, mikroautofagii, jeji regulaci ¢i
zasobovaci roli lysozomi pro vapnik ¢i jejich exostézu. Dale je kompetentné a vécné
rozebirAna molekuldrni patogenese lysosomalnich stfddavych onemocnéni se specidlnim
zamé&fenim na studovand onemocnéni. Rovnéz tak kvalitn¢ je zpracovana soucasnd diskuse
ohledné role promotord, a to jak u housekeepingovych gend, tak i z hlediska alternativnich
promotort & moZné tkafiové specifiénosti sestfihovych &i expresnich variant studovanych
genl, vdetné aktudlnich informaci stran potencidlng patogenetické role u promotorovych
oblast{ gend, se specidlnim zaméfenim na lysosomalni choroby.

Jsou zde i diskutovany p¥i¢iny nedostateéné degradace heparan sulfatu u Gaucherovy
choroby a Ié8ebné pristupy pomoci substituéni terapie - 1éivych pripravkil pro vzicni
onemocnéni.

Ve specifické Casti disertadni price je rozebrana problematika dosaZenych vysledld,
které se budu v oponentském posudku vénovat dale. Vysledky této disertalni prace byly
publikovéany ve zahrani¢nich impaktovanych Sasopisech (Blood Cells Mol Dis, Ann Neurol,
Gene, piitemz v pilpadé posledné dvou jmenovanych odbornych periodik jsou prace
v recenznim Fizenf) se stfedné vysokym impakt faktorem, a byly adekvatné 10x prezentovany
pro domdci a zahraniéni odbornou vefejnost.

Uvedeny publikaéni vycet svéd¢i o dobré kvalit¢ odborné prace uchazecky a o splnéni
publikaénich kritéria pro diserta¢ni prace na 1. lékatské fakulté University Karlovy.

2/ Cile a hypotézy disertacni prace.

Zékladnim cilem disertaéni prace Mgr. E. Richtrové byla a) charakterizace
promotorovych oblasti genu HGSNAT a GBA, b) biochemické studie na my3fm modelu MPS
HIC a ¢) purifikace lysosomdlnich membran pro budouci charakterizaci enzymového defektu
u MPS IIIC (N-acetyltransferazu).




V souhrnu lze uvést, ¥e cile a hypotézy piedkladané prace jsou adekvainé uvedeny
(napt. zda promotor skutedn existuje, jaké je jeho ptipadnd tkdniova specificnost, jaka je jeho
role pi pfem&nd monocytd na makrofdgy, vetnd studia autofagie nebo abnormalni
ubikvitinace proteind v mozku mysiho modelu), a tak odpovidaji obecnym postuplim
uplatn&nym v molekuldrni biologii a zahrnuji proces od identifikace mutaci, pfes expresni
studie aZ po validaci vysledkG na zvifecim modelu.

3/ Aktualnost zvoleného tématu disertadni prace,

Mgr. E. Richtrovd zvolila medicinsky dilezitou a dosud ne zcela dofeSenou
problematiku studia molekularni patogeneze MPS IIIC a GC. Tato prace mé proto dilezity
dopad na rozvoj daliich vyzkumnych postupd, hlavng diky identifikaci alternativniho
promotoru u genu GBA (P2) coz umo¥ni déle studovat komplexni patogenezi GC, prestoze
nalezeny alternativni promotor nevede k variabilni expresi mRNA pro glukocerebrosidasu u
pacienti se stejnym genotypem, ale riznymi fenotypickymi projevy. Ostatng, studium
promotor(l v téchto p¥ipadech je adekvatni a moderni ptistup, a to nejenom u lysosomalnich
sttddavych onemocndni. Na mysim modelu MPSHIC byla prokdzdna zvySend autofagie,
jakoto jednoho z pfidin patogeneze tohoto onemocnéni. Studovand problematika ma i
potencidlni terapeutické dopady z hlediska cilené (,targetted*) terapie u MPS IIIC.

V souhrnu uchazedka uchopila dilezitou problematiku, kde nebyly dostatedné
standardizované metodické piistupy, a tak v tomto ohledu feSila ve svétove literatufe dosud
nepopsanou tématiku.

4/ Pouzité metody v ramci disertaéni prace.

O ¥pitkové metodické trovni disertaini préce sv&dei Siroké spekirum pouZitych
laboratornich vyzkumnych postupd (napodital jsem 42 réznych pouZitych technik
v metodické &astil), véetné ndrotné prace se zvifecim modelem! Nejsem sice expert na
molekuldrni patogenezi u metabolickych onemocnéni, ale velice si cenim komplexniho a
integrovaného pifstupu ke studované problematice. Statistické metody byly priméfené a
provéfené oponenty mezindrodnich Easopisfi, kde uchazecka své vysledky publikovala.

5/ Nové poznatky disertaéni prace a jejich vyznam pro daki rozvoj oboru.

Mgr. E. Richtrovd prokdzala existenci alternativniho promotoru genu GB4 (P2) a

studovala jeho funkei a roli v patogenezi GC. Tento alternativni promotor genu v&ak neni tkatiove
specificky a nevede k variabilni expresi u glukocerebrosidazy. Nevysvétluje rovnéz odlisny
klinicky prob&h u pacientd se stejnym genotypem. Tento promotor ani neni uplatnén u
diferenciace monocytit na makrofagy, a to jak u kontrol tak pacientli. V souhrnu se tedy pa
patogenezi GC s velkou pravdépodobnosti neprojevuje. Rovic# u promotoru HGSNAT uchazecka
prokazala, ¢ vazba transkripésiho faktoru Spl je relevantni z hlediska jeho exprese. Oba
promotory maji shodnou charakteristiku jako u geni pro dalsi lysosomaini enzymy.
Pi studiu MPS IIIC byly detekovany na zvifecim modelu znamky zvySené autofagie, coZ se
pravdépodobnd podili na rozvoji onemocnéni. Koneéné optimalizace metody pro izolaci
lysosomalnich membran bude vyuZita pro ndsledné biochemické studie N-acetyltransferazy
podilejici se na rozvoji MPS IIIC.

Mgr. E. Richtrova dosdhla v tomto ohledu prioritnich vysledkil na domaci a evropské
tirovni. DosaZené poznatky oteviraji metodicky prostor pro dali studie tohoto typu, at’ uz u
MPS TIIC a GC, ale i u dalgich lysosomadlnich stfadavych onemocnéni.

Otazky oponenta:




K této disertadn{ prci nemém Zadné otdzky.

Zavér: Disertadni préce Mgr. E. Richtrové je modelovad a piinosnd i pro molekularné
genetické a expresni analyzy u daldich metabolickych onemocnéni. Prace je tedy nejenom
odrazem specifické problematiky MPS Illc a GC, ale i vyvoje celého oboru, kdy je nezbymé
kombinovat molekulam® genetické a expresni analyzy, pomoci validace na zvitecich
modelech.

PfedloZend préce je vénd a mé velmi dobrou odbornou droves, se girokym
komplexem pouzitych védeckych pistupti. PfedloZené vysledky proily zasvécenym kritickym
hodnocenim v impaktovanych Sasopisech (a nékteré dalsi studie uchaze&ky jist€ budou JiZ
v tisku v dob& oponentury), co¥ jednoznaéng svédei o tom, Ze uchaze®ka ma velmi dobré
znalosti studovaného oboru.

. Na predlozené disertadni praci jsem nenaSel Zadné formalni a formula&ni nedostatky a
tak ji mohu plné doporuéit k obhajob&. Disertaéni prace prokazuje piedpoklady autorky
k samostatné v&decké préci a tak doporuduji udéleni titulu ,Ph.D* za jménem.

S pozdravy!
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