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Oponentsky posudek na diplomovou prdci Matouse Hrdinky "Molekuldrni
patologie akutni intermitentni porfyrie" k obhajobé& na katedfe ge-

netiky a mikrobiologie na PEF UK v Praze

Pfedklddand prdce se zabyvd biomedicinskou tématikou, ktera
bezesporu patfi mezi velmi aktudlni, moderni az modni problematiku
relativné nového patologického oboru - molekuldrni patologie. Autor
prdce ho pouzivéd primo v ndzvu, aniZz by ho v textu rukopisu nejak
bliZe specifikoval nebo dokonce definoval. MoZnd, 7e to mohl udélat
v ¢dsti vénované cildm prédce (na str. 36 - kde veskery text v 8 réd-

.cich vyvoldvd spide dojem urcité rozpacitosti ptfi jejich stanoveni),

ne-1i ptimo v jednostrédnkovém Uvodu, kde se zabyval strudnou charak-
teristikou sledovaného onemocnéni. Omluvou mu jisté mdZe byt skutec-
nost, Z7e experimenty a celou préci pripravoval v prostfedi laborato-
re, kterd se molekuldrni patologii vénuje jiz delsi dobu, takze
vSichni Jeji pracovnici jsou s ptredmétem a metodologii tohoto oboru
natolik ztotoznéni, Z7e o néjaké jeho specifikaci ¢i definici vdbec
neuvazuji. Proto se na_zaCdtku diskusni ¢dsti prédce, zrejmé s urci-
tou hrdosti, autor zminuje, Ze mohl pracovat v laboratofi, kterd je
(cituji str. 69) "jedinym pracovidtém v CR, kde je dnes molekuldrni
diagnostika akutnich porfyrii vlbec moZnd a kde studium odpovidaji-
cich molekuldrnich poruch méd dlouholetou tradici". Autor této moz-
nosti také jak se patifi vyuzil a pripravil jiz na prvni pohled zre-
telné kvalitni diplomovou préci.

Prdce s rozsahem 115 stran je tradicéné ¢lenéna na udvod (1 stra-
na), literdrni prehled (26), cile (1), materidl a metody (17), vy-
sledky (15), diskusi (12), souhrn (1) a pouzitou literaturu (21 stran
s 203 poloZkami), kterym samoziejmé& pfedchdzi titulni list, prohlé-
Seni autora o samostatné prédci pod vedenim 8kolitele, podékovdni, po-
drobny obsah préce a seznam pouzitych zkratek. Je tu vSak i vystizny
jednostrédnkovy abstrakt prédce v anglic¢tiné a dodatky - 13 stran se
4 rozsdhlymi tabulkami typa porfyrii, zndmych "pfic¢innych" celosve-
toveé se vyskytujicich mutaci (301) v genu pro PBGD, odpovidajicich
mutaci nalezenych u pacientd slovanského ptvodu (65) a zndmych poly-
morfismd a variant (21) tohoto genu. JiZ na tomto misté je nutné zdl-
raznit, Ze tento "jen dodatkovy" prehled Je zrfejmé svétove unikdtni
a ze byl prevzat z pripravené publikace, jejimZ spoluautorem také
bude plvodce diplomové préce. 0 aktudlnosti tématu sveédcéi, mimo jiné,
jisté 1 to, Ze 75% vSech uvedenych literdrnich odkazl spadd do ob-
dobi poslednich 15 let, s jejich rovnomérnym rozlozenim v letech
1991-2000 (54%) a na zatdtku tohoto stoleti (21%).

Literdrni prehled je velmi Uspésnym souhrnem dllezitych a pro
¢tendre uzitec¢nych informaci o porfyrinech a porfyrinogenech, bio-
syntéze hemu a jeji regulaci s obecnym pohledem na porfyrie a podrob-



nym popisem akutni intermitentni porfyrie (AIP; od historie po léc-
bu), struktury a funkce porfobilinogendeaminasy a jejiho genu s pfi-
cinnymi" mutacemi AIP. Cely pifehled md vybornou droven.

Rovnéz velmi rozsdhlou ¢dsti prdce je vybér metodickych pfi-
stupd a dosti podrobny a pfesny popis jejich uspofddani a provedeni.
Jsou zde dGleZité odkazy na katalogy chemikalii, biochemikalii a
biologickych materidld, na laboratorni soupravy a praktickée prirucky,
vyrobce pouzivanych pfistrojl atd., coz jisté pomGZe &tendaie pre-
svédCit o autorové metodické zkuZenosti a zbéhlosti. Zde se poprve
objevuje ¢lenéni (ddle také ve vysledcich) na metodickou "klinicko-
-genetickou" &dst (diagnostickd a genealogickd charakterizace pa-
cientd s "béZnym" zpracovdnim izolované DNA - amplifikace, DGGE,
sekvenovdni, restrikéni analyza a klonovdni PCR-fragmentd s vybra-
nymi mutacemi) a na "experimentdlni" metodickou &4st (pfiprava leu-
kocytd, izolace RNA a syntéza a klonovédni specifické cDNA pro PBGD
a jeji cilend mutagenese; priprava rekombinantni PBGD expresi od-
povidajiciho vektoru v E. coli a srovndvaci biochemickd charakteri-
zace - stanoveni enzymové aktivity, pH optima a tepelné stability).
Pocdtetni neddvéra ve skutecnou (Gcast autora na vSech stupnich pré-
ce v obou ¢dstech, byla, po podrobné diskusi, autorem rozptylena a
oponent byl pfesvédcen o jeho podilu na v3ech experimentech v labo-
ratori, kterd nemd samostatny specializovany klinicky servis.

Vysledkovd a diskusni ¢&st jednozna&né ukazuje v tabulkdch,
obrdzcich a grafech ziskand autentickd data a jejich zpracovéni a
zhodnoceni, i porovndnim se soufasnym stavem pozndni, kterd vedou
k zavérim, Ze autor podrobné& charakterizoval skupinu 35 pacientd s
celkovym ndlezem 7 "ptficinnych" mutaci (z celkem 11 mutaci v &esko-
slovenské populaci), z nichZz 3 si ndrokuji celosvétovou prioritu,

a v Jjednom piipadé diagnostikoval pacienta s velmi neobvyklym vy-
skytem 2 monoalelickych mutaci. Pro klinicky i teoreticky nejzaji-
mavejsi pripady (véetné dvojité mutace) pak pfipravil &isty protein
mutovanych enzyml a porovndnim shora zminovanych biochemickych cha-
rakteristik prokdzal specificky vliv sledovanych mutaci na droven
zbytkové enzymové aktivity a na tepelnou stabilitu enzymu. Znovu je
nutne pripomenout, Ze se autor podilel na zpracovédni dostupnych pra-
mend, které vedlo k vytvofeni kompletniho seznamu 301 popsanych mu-
taci, zpdsobujicich AIP, a k porovndni vyskytu mutaci ve slovanské

a "svétové" populaci. K témto zdaveérdm nemalou mérou pfispéla podrob-
nd diskuse, kde autor rovné? upozornuje na vyznamnd specifika AIP

- heterogenita mutaci bez celosvétové prevalentni mutace a jejich
relativné ndhodné a rovnomérné rozmisténi, vyZadujici pfi molekuldr-
ni diagnostice analyzu celého genu, ¢asto i s jeho regula&nimi ob-
lastmi.

K takto zaméfenému, zpracovanému a usporddanému rukopisu préce
mam nékolik pripominek a dotaz(:

(1) Je citovand prédce Hrdinka et al. 2004, uvad&jici 3 nové mutace,
krdtkym sdélenim v Eur.J.Hum.Genet. (13:261) nebo publikovanym

- abstraktem z konference?

(2) Pro¢ nebyly "dodatkové" tabulky 11-14 jednoznadn&ji uvedeny jako
dalezity vlastni vysledek - zvyraznila to i neuvéd?end kombinace
Ceského a anglického popisu, kterd spide svédéi o pfevzeti.

(3) Uvital bych, stejné jako &tendfi-nelékati, kdyby priznaky one-
mocnéni bpyly jednoznacnéji charakterizovdny a sjednoceny, je-1li
to mozné (str. 9, 18 a Tab.3 na str. 22).

(4) Pfi hodnoceni pouziti a GEinku "hematinu" (str. 26) by bylo vhod-
né pripomenout, 7e se jednd o ldtku s mnoha synonymnimi oznade-
nimi, zndméjsi je asi methemoglobin. V této souvislosti bych po-



zadal o vysvétleni jak L-arginin stabilizuje hem, ktery nemd
hematinové vedlejsi Gcinky.

(5) V obr. 8 (str. 31) by bylo uzitecné oznacit polohu +1 transkri-
bovaného nukleotidu.

(6) Na str. 33 postrdddm nabizejici se spekulace pro¢ se mezi AIP-
-gennimi mutacemi (6 AK z osmi)nevyskytujf zmény v mistech R150
C261.

(7) Nepresvédeivé stanoveni cild (prekryvéni a opakovédni v jedno-
tlivych bodech) snadno navozuje otdzku kdy byly cile stanoveny?

(8) Déleni metod a vysledk( na klinicko-genetické a experimentdlni
je nadbytetné a ponékud zavdd&jici, kdy? se obou &4dsti autor
prokazatelné dcastnil. V3echny vysledky byly ziskdny experimen-
tdlné.

(9) Jak byla volena pouzitd konstantni teplota 60°C pro diagnostiku
mutaci pomoci DGGE?

(10) Jsou poruchy sestfihu, uvddéné Sasto na rlznych mistech ruko-
pisu, doloZeny v citovanych pracich pridkazem alternativni mRNA
nebo jen teoreticky odvozeny ze zmén signdlnich sekvenci?

Zv1léstni kapitolu u v3ech &esky psanych odbornych a védeckych
praci tvori pravopis, terminologie a snad obecn& "slohovd pravidla"
Ceského textu. Dovolim si n&kolik pozndmek i v tomto sméru. Toleruji
vetSinové pouZivédni progresivniho pravopisu, i kdy? v chemické a na
ni navazujici biologické terminologii by m&l byt plné& pouzivédn odbor-
ny konzervativni pravopis. Tykd se to predeviim psani th, s a z a

zdvojovdni souhldsek napf. thymin, methyl, iso-, -osid, -asa, -som,
allo- ferro- apod. (viz "Doporuceni" Biol.listy 64:233, 1999). Nelze
zcela zrusit -th-, -ph- a asi ani -ismy. DUlezité je, po kone&ném

rozhodnuti autora o typu pravopisu nejen veétSinové pouzivdni, ale
predevSim naprostd jednotnost uplatnovéni zvoleného rozhodnuti. To
zdaleka nebyva v €eskych textech splnéno a plati to i pro tuto pra-
ci. Jednotnost pravopisu neni uplatn&na nejen v celém textu, ale ani
na téZze strdnce, ve stejném odstavci a fddku a dokonce ani v Jjedno-
tlivém slové (napt. dithiothreitol, tetramethylethylendiamin). D4le,
slozené ndzvy sloucenin, enzym@ apod. se v Gestine pi&i dohromady
(napf. ethidiumbromid, porfobilinogendeaminasa). Zkratky gend a ci-
zojazyctnd slova a vysvétlivky se pi&{ kursivou a proto neni vhodné
pouzivat kursivu jako odliZujici ¢i zvyraznujici typ pisma (napk.
texty k obrdzkdm nebo vysvetlivky u tabulek). Cizojazycné ndzvy se
nesklonuji (napf. porfyria cutanea tarda). Snad nejvymluvnéjsim pti-
kladem zcela nesprdvného (bohu?el az absurdniho) pouz?iti progresiv-
niho pravopisu je vyraz glutathion separoza (str. 50 a 74), kterym
je oznacovédn vyrobek fy. Amersham s komerén& chrdnénym ndzvem Gluta-
thion-Sepharose 4B.

Jen pro dplnost: v textu lze najit urcité mnozstvi preklepa,
coZz je samozfejmé, ale i nedplnych &i zkomolenych zkratek (HC, PC
a PV misto v seznamu zkratek uvedenych HCP, PCT resp. VP) a nevhod-
nych vyrazt (aerace, peleta, baterie, disturbance, kit apod.). Né-
kieré zkratky nejsou v seznamu (SDS-PAGE). Cislovéni graf@ je od
Cisla 5 na str. 67 nesprdvné (dvakrdt pouzito oznadeni 5 a 6 na str.
34 a 67 resp. 68), takZe celkovy polet grafd v préci je 11 misto
uvedenych 9.

Tato €dst posudku hodnoti obecné, na prikladu této diplomové
prace, soucasnou situaci v Ceském pravopisu (kde je povoleno téméft
vée - "pis jak slysis") pri aplikaci na terminologii v Sesky psanych
odbornych a védeckych textech, které nelze (plné vyloudit ze Zivota
nasi spolecnosti (i kdyz i takové pfdni se mezi "védci" vyskytuje).



M& tedy pomoci alespon tomuto jednomu vybornému studentovi v zamysSle-
ni nad moZnosti psdt takové publikace sprdvné a srozumitelné také
matefskym jazykem. Zatazeni téchto pozndmek do posudku a jejich vy-
znaceni v textu autorovy kopie préce nijak nesnizuje vybornou Udroven
vsestranného zpracovdni tématu, kterd je podloZena publikovatelnos-
ti ziskanych vysledk@ ve vyznamnych mezindrodnich Casopisech.

/édveér: ptredloZend préce patri, zaméfenim, fedenim a zaclendnim
ziskanych publikovatelnych vysledk& do sou&asné soustavy védeckych
poznatkld, mezi vysoce nadpramérné a jednoznadné rozsiruje nasSe zna-
losti a predstavy o molekuldrni podstaté vzniku, roz5ifeni a proje-
vi AIP, ale i o pripadném roziifeni modernich zplUsobl 1écby, v&etnd
genove terapie. Autor se nespokojil jen ndlezem novych mutaci zptso-
bujicich onemocnéni, ale experimentdlné ovéril smysl a rozsah posko-
zeni mutovanych proteint a tim i moZnost posuzovani prognostického
vyznamu jednotlivych mutaci. Timto smérem se ubird soucasnd moleku-
l4rni patologie.

Prdce je jednoduSe feteno v y b or n 4

Prof. Stanislav ZadraZil



