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Tato prace byla vypracovana na Ustavu dédicnych metabolickych poruch UK 1. LF,
Karlovy Univerzity v Praze v ramci pracovni skupiny vedené jeho skolitelem prof. MUDr. M.
Ellederem, DrSc. a RNDr. Janou Ledvinovou, ktefi se problematikou lysosomalnich
onemocnéni dlouhodobé zabyvaji na morfologické a biochemické turovni. MUDr. Martin
Hiebicek predevsim prispél poznatky z hlediska jejich molekuldarné-genetické patogeneze.

Hodnoceni predlozené disertacni prace sleduje nasledujici oponentska kritéria:
1/ Rozsah prace a dokumentace publikaé¢ni ¢innosti autora

MUDr. Martin Hfiebi¢ek ptedlozil jako disertacni praci fundované komentovany
souhrn publikaci k vySe uvedenému tématu, které je nosnym projektem jeho dosavadni
odborné prace. Tento komentar zahrnuje dvanactistrankovy tvod do odborné problematiky,
cile prace, nasledovany rozborem jeho Sesti pivodnich praci podle jednotlivych témat a
doplnény citacemi z aktualni literatury. I pres svou strucnost je rozsah prdce dostatecny a
mohu uvést, ze uvedené publikace doslova hovori ,,samy za sebe“. Literarni vod ke zvolené
problematice je informativni a zasazuje autortiv vyzkum do mezinarodniho kontextu dané¢ho
oboru.

StéZejni Casti této prace jsou kopie pavodnich praci zahrnujici problematiku
chitotriosidasy, deficitu prosaposinu, Fabryho choroby a mukopolysacharidosy HIC. Vsechny
tyto prdce byly otisteny v zahranicnich casopisech s impakt faktorem.

Uvedeny prehled praci autora dokumentuje jeho dlouhodobou a konsistentni
publikacni cinnost, ktera je komplexné a navic systematicky zamérena na problematiku
lysosomalnich onemocnéni. Této skuteCnosti si velmi vazim, stejné tak jako zdkonitého
piechodu od spoluautorstvi (kdy se podilel na samotném vypracovani dan¢ho projektu) na
zacatku své profesni dréhy aZ na pozici korespondujiciho autora (ktery se podilel na
organizaci / koordinaci dané studie) v soucasné fazi svého profesniho vyvoje. Pfedev§im pak
prace, kde je MUDr. Hiebicek prvnim autorem v prestiznim ¢asopise Am J Hum Genetics je
vynikajicim prispévkem celosvétového vyznamu a po pravu ziskala i cenu Spolecnosti lékarské
genetiky CLS JEP! MUDr. Hrebicek navic poctivé vymezuje viastni podil na jednotlivych
publikacich.

2/ Cile disertacni prace.

Zakladnim pfedmétem dlouhodobého z4jmu autora je studium molekuldrné genetické
patogenze u lysosomalnich onemocnéni:

a/ velmi vzacny deficit prosaposinu, prekurzoru pro aktivatory glukocerebrosidasy a
dal$ich lysosomalnich hydrolaz byl blize klinicky, morfologicky, biochemicky a molekuldrné
charakterizovan u dalsich rodin.



b/ v ramci staZe na zahrani¢nim pracovisti pracoval MUDr. Hiebi¢ek na charakterizaci
dalsich, ne-enzymovych faktord proteinové rodiny podilejicich se na rozvoji Gaucherovy
choroby.

¢/ u gonosomalné ,,recesivné* dédi¢né Fabryho nemoci byl charakterizovan vliv miry
nenahodné X-inaktivace (,skewing™) na klinicky pribéh u zZen pienaseCek a U
reprezentativniho souboru pacientli se MUDr. Hrebicek podilel na mutacni analyze v ¢eské a
slovenské populaci.

d/ u mukopolysacharidosy Illc (Sanfilippova choroba typu C) nebyl znam gen kédujici
deficitni enzym; zde MUDr. Hfiebi¢ek provedl vazebnou analyzu kandidatniho regionu,
identifikoval dany gen, charakterizoval jej a provedl analyzu mutaci u reprezentativniho
souboru pacienti s MPS [11C.

3/ Aktualnost zvoleného tématu.

MUDr. Hrebicek zvolil medicinsky velmi dulezitou a dosud ne zcela dotfeSenou
problematiku rtznych forem lysosomalnch onemocnéni. Zvolené téma je z hlediska
molekularné-genetického 1 klinicko-genetického aktudlni, nebot’ zvlasté¢ tim, ze studium
deficitnich proteind nemusi byt objasnéno pouze in vitro, ale u vzacnych piipadd se lze
Z komplexnich projevli nemoci poucit na vSech urovnich. PfedloZenad price se zabyvé jak
sfingolipidosami, tak i jednou z mukopolysacharidos s hlediska korelaci genotypu
s fenotypem. Tento pfistup objektivizuje i uziti velmi drahé lécby u téchto pacientu.
Pozoruhodné je rovnéz stanoveni vlivu inaktivace chromosomu X u Fabryho choroby na
pribéh onemocnéni u heterozygotek, véetné stanoveni zajimavé hypotézy o mozné selekci ve
prospéch stradajicich bun¢k. Velkou vyzvou byla charakterizace genu a nasledna mutaéni
analyza u mukopolysacharidosy IIIC.

4/ Stru¢ny rozbor vysledki disertacni prace podle témat

4.1. chitotriosiddasa — na praci publikované v Eur J Biochemistry v roce 1998, na které
se MUDr. Hiebic¢ek podilel v pribéhu svého studijniho pobytu v Amsterodamu bylo
prokézano, ze aktivované makrofagy secernuji vét§i mnozstvi chitotriosidasy a lektinu HC gp-
39, ktery se vaZze na mutované aktivni centrum chitotriosidasy.

4.2. deficit prosaposinu — na publikacich v Hum Mol Genet (2001) a Neuropediatrics
(2005), se MUDr. Hiebicek podilel na mutaéni a genotypické charakterizaci dvou dalSich
rodin. Vysledkem je i vhodny zplsob screeningu vySetfenim spektra lipidi hmotnostni
spektrometrii.

4.3. Fabryho choroba — v publikaci v J Mol Medicine, kde je MUDr. M. Hiebicek
korespondujici autor byla studovdna mira X inaktivace, jakozto dilezity mechanismus
kompenzace genové davky u Zen. Bliz$i analyzou se prokéazalo, Ze postiZzeni Zen muze byt
stejné t€zké jako u hemizygotnich muzi v pozdé€jsim veéku, a tak nelze onemocnéni definovat
striktn€ jako ,,recesivni®. Jde tedy o pomér mezi inaktivaci mutované a standardni alely (X-
inactivation skewing). Aniz bych zachéazel do detailti studie, regresni analyza urcila prah pro
rozvoj onemocnéni 1 na malém poctu heterozygotek. Dulezité byly i1 korelace mezi genotypem
a fenotypem. V praci publikované v Am J Med Genetics se prokazal prvni piipad
germindlniho mosaicistu u Fabryho choroby z hlediska jeho dopadii pro prenatdlni
diagnostiku a genetické poradenstvi.



4.4. mukopolysacharidosa (MPS 111C) — je kli¢ovou praci této disertacéni studie, kde
je MUDr. Hrebi¢ek prvnim autorem. Nechci zachazet do detaild této klasické molekularné
genetické prace - kdy mapovacimi technikami, vyhledavanim kandidatnich genti a stanovenim
rozdilt v expresi mezi témito geny u MPS IIIC vedlo k charakterizaci genu s neznamou
funkci ,, TMEM76%“. Nasledna mutacni analyza a segregace sekvenc¢nich alteraci v postizenych
rodinach potvrdila, Ze tento gen/protein je zodpoveédny za rozvoj Sanfilipo syndromu.

5/ Pouzité metody V ramci disertac¢ni prace.

O velmi dobré metodické trovni svédci 1 Siroké spektrum pouzitych molekuldrné
genetickych a biochemickych metod nezbytnych k dosazeni vySe uvedenych vysledki.
Pouzité metody odpovidaji modernimu integrovanému pristupu ke studiu lidskych nemoci.
Statistické metody jsou pfimétené, Casto provedené ve spolupraci s renomovanymi statistiky,
pfi¢emz vhodnost statistickych metod byla ovéfena recenzenty mezinarodnich publikaci.

6/ Nové poznatky disertacni prace.

Vzhledem k dlouhodobému zaméteni MUDr. Hiebicka a efektivni spolupraci s jeho
domacimi a zahrani¢nimi spolupracovniky bylo ve vétSin€ piipadi dosazeno prioritnich
vysledkit z mezinarodniho hlediska, a to predevsim v oblasti mukopolysacharidosy Illc.

7/ Vyznam pro spolecenskou praxi a pro dal$i rozvoj oboru

Habilitatni prace a publikované vysledky jednoznacné pfispély ke zdokonaleni
diagnostickych metod u lysosomalnich onemocnéni. Tyto vysledky prispéely k zavedeni DNA
diagnostiky mutaci ve studovanych genech na Ustavu dédicnych metabolickych poruch UK 1.
LF a VEN, véetné na evropské urovni.

Zavér: Disertacni prace je stru¢na, vécnd a ma vynikajici védeckou tUroven, se
Sirokym komplexem pouzitych biochemickych a molekularné genetickych metod. Predlozené
vysledky proSly zasvécenym kritickym hodnocenim v renomovanych zahrani¢nich
Casopisech, coz vSe jednoznaéné svédcCi, Ze autor ovlada kvalitné biochemické 1 molekulérné
biologické metody, méa hluboké znalosti studovaného oboru.

Na ptedlozené praci jsem nenasel zadné formalni a formula¢ni nedostatky a tak ji
mohu pln€ doporucit k obhajobé.

Doporucuji proto tuto prdci prijmout v piedloZené formé a na jejim zakladé udélit
MUDr. M. Hiebickovi titul PhD.

Se srde¢nymi pozdravy!

Prof. MUDr.Milan Macek Jr., DrSc.



