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0ponentský posudek na dip1omoVou práci Matouše Hrdinky
pato1ogíe akutní intermitentní porfyríe'' k obhajobě na

netiky a mikrobio1ogie na PřF UK v Praze

3š

''Mo1eku}ární
lz e tarlňo ňa-uv

Předk1ádaná práce 5e zabývá biomedícinskou tématikou, která
bezesp0ru patří nezi ve1mí aktuá1ní, moderní aŽ modní problematiku
reIativně nového pato1ogického oboru - mo1eku1ární pato1ogíe. Autor
práce ho pouŽívá přÍmo v názvu, aniŽ by ho v textu rukopisu nějak
blíŽe Specifíkova1 nebo dokonce defínova1. MoŽná, Že to moh] udě1at
v části věnované cí1ům práce (na str. 36 - kde veškerý text v B řád-
cích VyVo1ává spíše dojem určité roZpačítosti při jejích stanoVenÍ),
ne-IÍ přímo v jednostránkovém úvodu, kde Se zabývaL stručnou charak-
teristikou sledovaného onemocnění. 0m1uvou mu jístě můŽe být skuteč-
nost, Že eXperimenty a ce1ou práci připravova1 v pfoStředí 1aborato_
ře, která se mo1eku1ární pato1ogíi věnuje JíŽ deIší dobu, takŽe
všichni její ptacovníci jsou S předmětem a metodo1ogiÍ tohoto oboru
nato1ik ztotoŽnéní, Že o nějaké jeho specifíkaci či defíníci vůbec
neuVaŽují. Proto Se na začátku dískusní části práce, zřejmě s určí-
tou hrdostí, autor zmiňuje, Že mohI pracovat v 1aboratoři, která je
(citují str. 69) ''jedinýň pracovištěm v Čn, kde je dnes mo}eku1árňí
diagnostíka akutních porfyrií vůbec moŽná a kde studÍum odpovídají-
cích mo1eku1árních Doruch má d1ouho1etou tradicí''. Autor této moŽ-
nosti také jak Se patří vyuŽil a připravil jiŽ na prVní poh1ed zte_
te1ně kva1itní dip1omoVou práci.

Práce s toZSahem I15 stran je tradičně č1eněna na úvod (r stra-
na): 1iterární přeh1ed (26), cí1e (1), materiá1 a metody (17), vý_
s1edky (15)' diskusi (I2), souhrn (1) a pouŽitou 1iteraturu (zl' stran
s Z0] poLoŽkami), kterým Samozřejmě předchází títu1ní 1ist, proh1á-
šení autora o Samostatné prácí pod vedením ško1íte1e, poděkováníl Po-
drobný obsah práce a SeZnam pouŽitých zkratek. Je tu však i výstiŽný
jednostránkový abstrakt práce V ang1íčtině a dodatky - L3 stran Se
4 ro zsáhlými tabu1kami typů porf yrií, znáných ''přičinných'' ce1osvě-
tově Se vyskytujících mutací (]01) V genu pro PBGD, odPovídajících
mutací na1ezených u paCientů sIovanského původu (65) a známých poly-
morfismů a Variant (2]') tohoto genu. JiŽ na tomto místě je nutné zdŮ_
nazn.i f ža +.nto '' jen dodatkový'' přeh1ed' je zřejrně světově unikátní!u-rr! ut Lv uulq ža |-rrr.] nňor,76f z pf ipravené pub1ikace , je j ímŽ spoluautorem takévrL Pruv,
bude původce diĚ1omoVé práce. 0 aktuá1ností tématu svědčí, mimo jíné'
iie*á i +^ ,e 15% všech uvedených 1iterárních odkazů spadá do ob-JrJ LU 1 UU t Ll

dobí pos1ední.ch L5 1et, s jejích roVnoměrným rozIoŽením v Ietech
L99L-2000 (54%) a na zaÓátku tohoto století (zly").

Líterární přeh1ed je ve1mi úspěšným souhrnem dů1eŽttých a pro
čtenáře uŽitečných informací o porfyrínech a porfyrínogenech, bío-
syntéze hemu a její regu1ací s obecným poh}edem na porfyrie a podrob-
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ným popisem akutní intermitentní porfyrie (AIP; od hbu), struktury a funkce porfobí1inogendeaminaSy a jej
Ďinnými'' mutacemi AIP. Ce1ý přeh1ed má výbornou úrove

RovněŽ veImi rozsáh1ou částí práce je výběr met
stupů a dostí podrobný a přesný popis jejich uspořádá
Jsou zde důIeŽité odkazy na kata1ogy chemika1iÍ, bÍoc
biologických materíáIů, na 1aboratorní soupraVy a pra
výrobce pouŽívaných přístrojů atd., coŽ jistě pomůŽe
svědčit o autorově netodické zkušenosti a zběh1ostí.
objevuje čIenění (dáte také Ve výsIedcÍch) na metodic
-genetickou'' část (diagnostická a genea1ogická charak
cíentů S ''b éŽnýn,, zpr acoVáním izoloVané DNA - amp}if i
sekvenovánÍ' re5tríkční analýza a k1onování PCR-fragm
nými mutacemí) a na ''eXperimentá1ní'' metodickou část
kocytů, izo}ace RNA a Syntéza a k]onování specíf ické
a její cí1ená mutagenese; příprava rekombinantní PBGD
povídajÍcího vektoru v E. co1i a stovnávací biochemic
zace - stanovenÍ enzymové aktívity, pH optíma a tepeI
Počáteční nedůvěra Ve skutečnou úČast autora na všech
ce v obou částech, by}a, po podrobné diskusi, autorem
oponent by1 přesvědčen o jeho podíIu na všech experim
ratoři, která nemá Samostatný specia1ízoVaný k1inický

Výs}edková a dískusní Ďást jednoznačně ukazuje
obrázcích a grafech získaná autentická data a jejich
zhodnocení, i poroVnánÍm 5e současným stavem poznání,
k závěrům, Že autor podrobně charakteriZovaI skupínu
ce1kovým ná1ezem 7 ''příčinných'' mutací (z ce1kem 11 m
slovenské popu1aci), z nichŽ ] sí nárokují ce1osvětov
a V jednom případě diagnostikova1 pacíenta s ve1mi ne
skytem 2 monoa1e1ických mutací. Pro k1inícky i teoret
mavější případy (včetně dvojíté mutace) pak připraví}
mutovaných enzymů a poroVnáním shora zmíňovaných bioc
rakteristik prokázaL SpeCífický v1iv sledovaných mut
zbytkové enzymor,é aktivity a na tepe1nou stabi1itu en
nutné připomenout, Že se autor podí1e1 na zpracování
menů, které ved1o k vytvoření komp1etního SeZnamu ]01tací, zPŮsobujících AIP, a k potovnání výskytu mutacía ''Světové'' popu]aci. K těmto závěrům nema1ou měrou p
ná diskuse, kde autor ťovnéŽ upozorňuje na významná s
- heterogenita mutacÍ bez ce1osvětově preVa1entní mut
re1ativně náhodné a roVnoměrné rozmístění, vyŽadujÍcí
ní diagnostice analýzu ce1ého genu, často í s jeho re
Iastmi.

K takto zaméřenému , ZPtacoVanému a uSpořádanému rukopisu práce
mám něko1ik přípomÍnek a dotazů:(1) Je citovaná práce Hrdinka et a]. 2004, uvádějící J nové mutace,

krátkým sdě1ením v Eur. J. Hum. Genet. (I3 z26L) nebo pub1ikovaným
ab'straktem z konference?(2) P!9č neby1y ''dodatkové'' tabu1ky 11-14 jednoznačněji uVedeny jako
dů1eŽitý v1astnÍ výs1edek _ zvýrazni1a to i neuváŽená kombináce
českého a ang1íckého popisu, která spíše svědčí o převzetí.(3) Uvíta1 bych, stejně jako čtenáří-neIékaři, kdyby př íznaky one-
moCnělí 'by1y jednOlnačněji charakterizovány a sjednoceny, je-lito moŽné (str. 9, 1B a Tab.] na str. 22).(4) Při hodnocení pouŽití a účinku ',hematínu'' (str. 26) by by1o vhoo-né připomenout, že Se jedná o }átku s mnoha synonymními óznače-ními, známější je asi methemog1obin. V této sóuvís1osti bych po-
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Žáda1 o VySVět]ení jak L-argínín stabi1izuje hem, který nemá
hematinové ved1ejší účinky.(5) V obr. B (str. ]i) by byIó uŽítečné označit po]ohu +l transkri-
bovaného nukIeotidu.(6) Na str. 3J postrádám nabízejícÍ Se spekuIace proč Se nezi AIP-
-gennímí mutacemi (a AK Z oSmÍ)nevyskytují změny v místech R150
CZ6I.

(7) Nepřesvědčivé stanovení cí]ů (překrývání a opakování v jedno-t1ivých bodech) snadno navozuje otázku kdy by1y cí1e stánoveny?(B) DěIení metod a výs1edků na k1ínicko-genetické á experimentá1nÍje nadbytečné a poněkud zavádějící, kdyŽ se obou částÍ autorprokazate]ně účastni1. Všechny výs1edky by1y získány eXperimen-
tá1ně.

(9) Jak byIa vo1ena pouŽitá konstantní teplota 60oC pro díagnostiku
mutací pomocí DGGE?(10) Jsou poruchy sestřihu, uVáděné často na různých mÍstech ruko-písu, do}oŽeny v citovaných pracích průkaZem a1ternativní mRNA
nebo jen teoretícky odvoleny Ze změn signá1ních sekvencí?

ZvLáštnÍ kapítoIu u všech česky psaných odborných a vědeckýchpracÍ tvoří pravopis, termíno1ogie a snad obecně ''s1ohová praVid].a''
českého textu. Dovo1ím si někoIik poznámek i v tomto směru. To1eruji
většínové pouŽívání progresivního pravopisu, í kdyŽ v chemické " náni naVazující bío]ogícké termino1ogii by mě1 být p1ně pouŽíván odbor-ný konzerVativni p.avopis. TÝká Se to především psaní th, s a z azdvojování souh1áseI naPi. thymín, methy1, íso-, _osídl-aša, :Som,
a11o- f erro- apod. (viZ ,,Doporučení'' BTol.rišty 64 T37., t99g). Ne1žezceta zrušít -th-, -ph- a asi ani _ismý. Dů]ezité je, po konečnémrozhodnutí autora o typu pravopisu ne3en většinové-pou2ívání, a]epředevším naprostá jednotnost up1atňování-7vE1enéno rozhodnutí. Tozda1eka nebývá v českých téxtech sp1něno a pIatí to í pro tuto prá-
ci . Jednotnost pravopisu není up1atněna nejen v celém textu, al'e anína téŽe stránce, Ve stejném odstavci a řádku a dokonce ani v jedno-
t1ivém s1ově (např. dithiothreíto1, tetramethy1ethy1endíamin)] Dá]e.sloŽené T1v.Y s1ouč9nín, errzymů apod. se v čeitirlě- píší dohromady
( např. ethídiumbromíd, porfobi1ínogendeaminasa ) . Zkratky genů " ói_zojazyčná s]-ova a Vysvět1ívky Se píší kursivou a proto ireňi vhodnépouŽívat kursivu jako od1išující čí zvýrazňující typ písma (nápr.texty 15 99"ízkům nebo VySVět1ivky u tabu1ek). Cizo.j,az,yÓné ná,.,,y SeneskIonují (např. porfyriq cutanea tarda). Snad nejvymruvnějším pří-
k]adem zcela nesprávného (bohuŽel aŽ absurdního) póu2iti prógresiv-ního pravopisu je výraz g1utathion sepatóza (str. 50 a 7,4), kterýmje označován výrobek fy. Amersham s komerčrrě chráněným názvem G1uta-
thion-Sepharose 48.

Jen pro úpInost: v textu Lze najít určité mnoŽství přek1epů,
coŽ je samozŤejné, a1e í neÚp1ných či zkomo}ených zkratek (HC, PCa PV místo v SeZnamu zkratek uvedených HcP, PCT reSp. VP) a nevhod-
ných výtazŮ (aerace, peIeta, baterie, disturbance ' kit apod. ) . Ně-které zkratky nejsou v seznamu (sus-PAGE). Čisrování grafů je od
čísla 5 na str. 67 ne5právné (dvakrát pouŽito označení 5 a 6 na str.
14 a 6] reSp. 6B), takŽe celkový počet grafů v práci je 11 místo
uvedených 9.

Tato část posudl<u hodnotí obecně, na přík1adu této dip1omové
práce, součashou situací v českém praVopísu (xoe je poVO1eno téměř
vše - ''piš jak sIyšíš'') při ap1ikací na termino1ogÍi v česky psaných
odborných a vědeckých textech, které ne]'ze úp1ně vy1oučít ze Žívota
našÍ spoleĎnosti (i kdyŽ i takové přání se mezi ''Vědci'' vyskytuje).



4- 
\

Má tedy pomoci-a1espoň tomuto jednomu výbornému studentovÍ v zamyš1e-ní nad moŽností psát takové pub1ikace Správně a srozumite1ně takémateřským jazykem. latazení těchto poznámek do posudku a ,ie.iich VV_značení v textu autoťoVy kopie práce nijak nesniŽuje výuoř;;;-J.oí"ňvšestranného zpracování tématu, která jě podIoŽena pub1ikovate1nos-tí získaných výs1edků Ve významných mežinárodních časopisech.
7'.ávět z P!poloŽená práce patří, zaměřením, řešením a zač1eněnímzIsKaných pub1ikovate1ných výs1edků do současné SouStavy vědeckýchpoznatků, mezi VySoce nadprůměrné a jednoznačně rozšiřuje naše in^-}osti a představy o mo1eku]-ární podsŤatě vzniku, rozšířění a p.ój--vů AIP, a1e i o případném rozšíření moderních 

'Io=ou.l-réčby, veuínoge19vé terapie. Autor 5e ne5pokojí1 jen ná1ezem nových mutáóí způso-bujícÍch onemocnění, a1e experimóntáÍně ověři1 ='yuí á rozsah poško-zení mutovaných proteínů a tÍm i moŽnost poSuZovani prognostického
významu jednot1ivých mutací. TÍmto směrem Se ubírá součásná mo1eku-1ární pato1ogie.

Práce je jednoduše řečeno v Ý b o r n á

Prof. Stanis1av ZadtaŽil


