Il
M

1/6

U
E

N1
D

POSUDEK OPONENTA NA DISERTACNI PRACI

Uchazec: RNDr. Jana Neupauerova

Univerzita: Univerzita Karlova

Fakulta: 2. 1€kaiska fakulta

Studijni program: Molekularni a bun&cna biologie, genetika a virologie
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Oponent: odb. as. MUDr. Eva VIckova, Ph.D.
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nemocnice Brno

Souhrnna charakteristika piedloZené prdace

Ptedlozena dizertacni prace ma celkem 109 ¢islovanych stran a obsahuje dale 3 pfilohy (na
necislovanych stranach). Na vlastni text prace vcetné literatury pfipadé 86 stran. Pred textem
jsou zafazeny prohlaSeni autorky, pod€kovani, souhrn a klicova slova v ¢eské a anglicke verzi,
obsah préce, seznam obrazki a tabulek a seznam pouzitych zkratek. Za textem pak seznam
vybranych publikaci autorky a jeji zivotopis. Soucasti prace jsou také 3 prilohy, kterymi jsou
prvoautorské publikace uchazecky v zahrani¢nich ¢asopisech.

Préce je zamétena na aktudlni problematiku genetické diagnostiky axonalnich forem
hereditarnich neuropatii (onemocnéni Charcot-Marie-Tooth, CMT). Objasnitelnost genetického
podkladu neuropatie je u axonalni formy dédi¢né neuropatie (CMT2) vyznamné nizsi nez u
formy demyeliniza¢ni (CMT1). Uchazecka se proto ve své praci zaméfila na zhodnoceni
spektra a frekvence mutaci nékterych gent, které jsou asociovany s axonalni formou CMT, v
souboru ¢eskych pacientli s CMT2. Hodnoceny byly geny DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 a
SODI.

Cilem prace bylo analyzovat hodnocené geny v reprezentativnim souboru ¢eskych pacientt
s CMT2, zjistit spektrum jejich variant a fenotypil asociovanych s kauzalnimi mutacemi a ze
zjisténych udaji zhodnotit piinos analyzy uvedenych genli v rdmci budouciho rutinniho
klinického testovani a vypracovat optimalni diagnostické schéma.
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Cesky i anglicky souhrn vysvétluji volbu tématu uchazekou, sumarizuji p¥istupy, zvolené
k feseni hodnocené problematiky a poskytuji piehled zjisténych vysledkil. Uroveti Geské i
anglické verze abstraktu je uspokojiva. Jedinou drobnou vyhradou je absence vysvétleni
zkratek pfi jejich prvnim pouziti.

Vlastni text prace je roz€lenén na tfi ¢asti. Prvni ¢ast poskytuje vysledky vlastni védecké prace,
zaméiené na vySetfeni genit DNM2, GARS, MORC2, TRPV4 a SODI u ¢eskych pacienti

s dédi¢nou neuropatii axonalniho typu. Druha ¢ast pak sumarizuje vysledky dalSich
publikovanych védeckych praci uchazecky, zamétenych na problematiku dédi¢nych
polyneuropatii a epileptickych encefalopatii. Tieti ¢ast tvoii pfilohy prace — jedna se o 3
prvoautorské publikace uchazecky.

V Gvodu prvni ¢asti uchazecka definuje hereditarni neuropatie a poskytuje informace o jejich
vyskytu, nejvyznamnéjsich klinickych ptiznacich a riznych zplsobech klasifikace CMT
pacientt (klinicka, elektrofyziologicka a nové nastupujici predevsim geneticky zalozena
klasifikace, zohlediujici zejména zptsob dédi¢nosti a az v nasledujicim kroku fenotyp pacientl
a pripadn¢ vlastni prokdzany geneticky podklad). V této ¢asti také uchazecka popisuje vyznam
gent, které ve své préci testovala, véetné nejcastéjSich typit mutaci v téchto genech a
klinického fenotypu, ktery je s témito mutacemi spojen. Tato ¢ast prace poskytuje systematicky
ptehled o testovanych genech v rozsahu odpovidajicim feSené problematice.

Nasledujici ¢ast prace je vénovana struénému popisu souboru pacientli a pomérné podrobnému
popisu pouzité metodiky genetické analyzy jednotlivych testovanych gend. VétSina
hodnocenych genti byla inicidlné vysetfena pomoci metod klasického Sangerova sekvenovani a
poté na vétSim souboru pacientli pomoci masivné paralelniho sekvenovéani (MPS) (opét

s naslednym ovéfrenim pravdépodobné patogennich variant klasickym Sangerovym
testovanim). Pi analyze byly vyuZivany dal$i béZné pouzivané diagnostické molekularng-
genetické metody, jako je MLPA (multiplex ligation-dependent probe amplification) ¢i RFLP
(polymorfismus délky restrikénich fragmentd, restriction fragment length polymorphism).

V metodice jsou zminény metodické detaily genetické analyzy jednotlivych geni v rozsahu
pfiméfeném pro hodnoceny typ prace.

V ramci vysledki jsou diskutovany nalezy sekvenacni analyzy jednotlivych testovanych genii
na souboru ¢eskych pacientli s CMT2. Pomoci uvedenych metod byl objasnén geneticky
podklad onemocnéni u jedné pacientky s mutaci s TRPV4 genu, u 2 neptibuznych pacientt

s mutacemi v DNM2 genu, v 2 nepiibuznych pacientl s mutacemi v MORC2 genu a u velké
Ceské rodiny s fenotypem hereditarni motorické neuropatie/familiarni amyotrofické lateralni
skler6zy v 5 generacich s mutaci v SOD1 genu. Nalezena byla i mutace v GARS genu, kterd je
vSak pravdépodobné nepatogenni. U pacientl s prilkazem potencialné patogenni varianty
ptislusného genu je vzdy detailné popsan fenotyp a v ptipad¢ hereditarniho vyskytu postizeni
je uveden 1 rodokmen prokazujici (€1 neprokazujici) segregaci s klinickym fenotypem

v postizené roding.

V nésledujici diskuzi uchazecka zminuje pouzivany diagnosticky algoritmus hereditarnich
neuropatii a shrnuje, Ze je vhodné&jsi zahrnout tyto geny co specifického panelu gentli
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testovan¢ho pomoci masivniho paralelniho sekvenovani, nez je testovat jednotlivé samostatné.
Diskutuje také zjisténé mutace jednotlivych genech, popisuje zdménu aminokyselin

v kédovaném proteinu, k nimz ptisluSnd mutace vede a nasledné zmény funkce kdédovaného
proteinu. Nnalezy vztahuje k jiz publikovanym patogennim mutacim uvedenych genti a
zminuje také jejich pravdépodobnou patogenicitu vyhodnocenou predikénimi programy.

V zéavéru prvni Casti prace pak shrnuje zjisténé odchylky v jednotlivych genech a shrnuje jejich
klinicky vyznam vcetné popisu fenotypu, ktery byl spojen se zachytem mutace ve sledovaném
souboru a u kterého je tedy vhodné vysetfeni ptislusného genu zvazit.

Ve druhé ¢asti uchazecka diskutuje nékteré dalsi prace, které publikovala jako autorka ¢i
spoluautorka, a jsou zaméfené na problematiku hereditdrnich neuropatii ¢i epileptickych
encefalopatii. V problematice hereditarnich neuropatii jde zejména o mutace v MFN2 genu.
Tato problematika byla publikovana v jedné prvoautorské a jedné spoluautorské praci
uchazecky. Dalsi ¢ast prace se na 14 stranach vénuje problematice epileptickych encefalopatii.
Autorka provedla podrobné doSetieni de novo mutaci u rodin pacientti, u nichz byl vysetfen
panel genil asociovanych s epileptickymi encefalopatiemi bez prikazu mutaci v téchto genech.
U téchto pacientll (a jejich rodicli) bylo provedeno celoexomové sekvenovani zamétené na
prikaz novych mutaci, pfipadné sekvenovani celogenomové. Uvedenym zptisobem byly
zachyceny mutace v SETBP1 genu u dvou pacientli se Schinzel-Giedionovym syndromem.
Dale jsou popsany 3 piipady nepiibuznych pacientd, u nichz byla jako pficina zavazné
farmakorezistentni epileptické encefalopatie prokazana de novo mutace v CDKLS5 genu.

Literatura obsahuje vice nez 140 citaci, z toho je ptiblizn¢ 60 % publikovano v poslednich 10
letech — literarni zdroje jsou tedy aktudlni a jejich rozsah odpovida posuzovanému typu prace.

Tteti Cast dizertacni prace tvoti 3 prvoautorské prace uchazecky, které jsou v plnotextové verzi
pfilohami posuzované dizertace.

- Prvni z praci je zaméfena na molekularné-genetickou konfirmaci Schinzel-Giedionova
syndromu u 2 ¢eskych pacientti, diskutovanou jiz vySe ve druhé ¢asti dizertacni prace
uchazecky. Tento ¢lanek byl publikovan v recenzovaném Casopise bez IF.

- Druhd préce je zaméfena na problematiku hereditarnich neuropatii a popisuje zajimavy
ptipad pacienta s autozomalné-dominantné dédi¢nou CMT2, u kterého klasické
Sangerovo sekvenovani nedetekovalo patogenni mutaci v MFN2 genu (a to z diivodu
jednonukleotidového polymorfismu pod sekvenci PCR primeru). U tohoto pacienta
byla mutace odhalena aZ pomoci masivniho paralelniho sekvenovani. Tato prace tak
poukazala na vzacné ptipady, kdy miize byt masivni paralelni sekvenovani senzitivngj$i
nez klasické Sangerovo sekvenovani, a poukdzala na dulezitost odpovidajici délky
pouzivanych primert. Prace byla publikovana v Casopise s IF nad 1

- Posledni prvoautorské prace uchazecky, ktera byla také publikovana v casopise s IF nad
1, je opét zamétena na problematiku epileptickych encefalopatii a prezentuje vyse
popsané piipady pacientll se zdvaznymi hereditarnimi epileptickymi encefalopatiemi pii
mutacich v genu pro CDKLS.
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Aktudlnost zvoleného tématu je vysoka, jedna se o vyznamnou a stale pomérné malo
objasnénou problematiku. Téma je aktualni v narodnim i mezinarodnim méfitku, o cemz
vypovida i mnozstvi praci uchazecky, které byly publikovany v zahrani¢nich zdrojich.

Splnéni cili dizertacni prace, vyznam pro spolecnost a dalsi rozvoj védy: cile dizertacni prace
byly splnény. Vysledky prace uchazecky umozni v ¢eském prostiedi zlepsit objasnénost
axondlnich forem hereditarnich neuropatii (a epileptickych encefalopatii).

Piiméienost metodiky, zvolené k naplnéni cilit dizertadni prdace: zvolena metodika je zcela
adekvani vyty¢enym cilim.

Vlastni vysledky posuzované prdce jsou shrnuty vyse v jejim popisu.

Jazykova uroveri prdce je uspokojiva. Neoptimdlni je v n€kterych ptipadech pouze
terminologie, pouzivana pro popis klinickych nebo elektrofyziologickych nalezi u
hereditarnich neuropatii. Tato skutecnost je vSak vysvétlitelna skutecnosti, Ze uchazecka neni
klinicky 1ékaf a pouzivané terminy jsou obvykle piesnym piekladem anglické terminologie.

V ceském jazykovém prostiedi se vSak rutinn€ pouzivané terminy ponékud lisi. Typickym
ptikladem je vyraz ,pyramidalni znaky* (anglicky pyramidal signs, v ¢estin¢ je vSak bézné
uzivan termin ,,pyramidové iritacni jevy*). Podobné termin ,,senzoricky deficit” neni v ¢eském
jazykovém prostiedi obvykle pouzivan pro senzitivni obtize typické pro periferni neuropatie a
vznikajici dysfunkci perifernich senzitivnich nervli. Termin ,,senzoricky* je v €eStiné vyuzivan
pro ostatni smyslové vjemy (tedy pro zmény sluchu, zraku, chuti nebo ¢ichu), zatimco pro
modality vztahujici se k somatosenzitivni percepci se pouZiva termin senzitivni. V angli¢tiné je
ovSem v bézn¢€ pouzivany termin ,,sensory* i v kontextu, pouzivaném uchazeckou.

Piipominky a dotazy oponenta

Roz¢lenéni informaci mezi jednotlivé sekce prvni ¢asti prace neni zcela optimalni a nékteré
informace ze zavéru prvni ¢asti prace by patfily spiSe do diskuze.

Poznamky k jazykové tirovni prace jsou uvedeny vySe v prislusné sekci.

Zatazeni epileptickych encefalopatii do druhé ¢asti prace je pon¢kud nesystémové a nema
vztah k zédkladnimu feSenému tématu dizertacni prace (hereditarnim neuropatiim). Naopak

v praci prekvapiveé neni diskutovano velké mnozZstvi spoluautorskych praci uchazecky, které
jsou v uzkém vztahu k tématu dizertace (tedy k problematice hereditdrnich neuropatii).

K drobnym neptesnostem pak patii napt. véta: ,,jsou to prvni dva pacienti s molekularné
genetickym potvrzenim centronukledrni myopatie* v zavéru prace. Toto tvrzeni se
pravdépodobné vztahuje k laboratofi uchazecky (coz vSak neni explicitné uvedeno), jisté ale
nejde o obecné tvrzeni, protoze ptipadu, z nichz byla centronukledrni myopatie potvrzena
molekularné geneticky, je publikovéana celd fada (napf. mutace v dynaminu, amphiphysinu ¢i
ryanodinovém receptoru...) a nékteré cituje ve své praci 1 pfimo uchazecka. Podobn¢ uvadi-li
napf. autorka u nékterého syndromu vyssi vyskyt vrozenych anomalii, bylo by vhodné blize
specifikovat, k jakému systému se toto tvrzeni vztahuje (str. 78).
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Dotazy k predloZené prdci:

1. Uchazecka v diskuzi prace zmifnuje, Ze nema vyznam testovat jednotlivé hodnocené
geny samostatné a je nejvhodnéjsi vysetfit pacienty pomoci specifického panelu,
zahrnujiciho 1 tyto geny. Pro¢? Plati tento ptistup i v ptipad¢ typického klinického
fenotypu (napft. fenotyp HMN/fALS s unilateralnim zac¢atkem ¢isté motorické slabosti
na jedné dolni konceting, ktery byl charakteristicky pro celou Sirokou rodinu pacientti
s popisovanou mutaci v SOD1 genu)?

2. Axonalni polyneuropatie jsou z klinického hlediska mimotadné Casté, vétSinou jsou
vSak podminény jinymi faktory nez hereditarnimi. U kterych pacientli se sporadickym
vyskytem axondlni formy polyneuropatie by uchazecka doporucovala provedeni
molekularné genetické diagnostiky na zvazovanou hereditarni etiologii postizeni? Jak
pfesné byli vybrani pacienti, zafazeni do testovani v rdmci piedloZené prace
uchazecky? Jednalo se o vSechny pacienty s axondlni neuropatii, jejichz vzorek byl
uvedeném obdobi (t.j. od r. 1997) zaslan do laboratote uchazecky, nebo byla aplikovana
dalsi pridatna kritéria?

3. Jak uchazecka nahlizi na problematiku presymptomatického genetického testovani
jedinct v rodinach s prokazanou mutaci a jasnym familiarnim vyskytem postizeni
(napf. u vysSe zminéné rodiny s HMN/fALS)?

Souhrn publikacni aktivity uchazecky

Dvé z ptilozenych plnotextovych praci byly publikovany v impaktovanych zahrani¢nich
casopisech s IF nad 1 (jedna u nich se pfimo vztahuje k zakladnimu tématu dizertacni prace) a
treti z ptiloZenych praci pak v recenzovaném zahrani¢nim casopise bez IF (Journal of Pediatric
Neurology). Souhrnny IF prvoautorskych publikaci je 2,84. Kromé toho uchazecka v praci
poskytuje seznam 6 spoluautorskych praci v zahrani¢nich impaktovanych ¢asopisech,
publikovanych v poslednich 2 letech (souhrnny IF 17,484), které se vSak vztahuji k tématu,
feSenému v dizertacni praci jen okrajove (tedy k epileptickym encefalopatiim) a nemaji vztah
k hereditarnim neuropatiim jako dominantnimu tématu dizertacni prace.

Podle WOS je nicméné uchazecka spoluautorkou dalSich 11 fulltextovych praci,
publikovanych v Casopisech s IF (souhrnny IF 36,016) s pfimym vztahem k nosnému tématu
dizertacni prace uchazecky, ktery jsou hereditarni neuropatie. V dizerta¢ni préci je vSak
piekvapiveé uvedena Ci citovana jen mala ¢ast téchto praci.

Dalsi spoluautorské prace uchazecky jsou zaméfeny na problematiku hereditarnich sluchovych
vad.

V souhrnu tedy uchazecka vysoce prekrac¢uje minimalni pozadavky oborové rady na pocet
publikaci nutnych pro pfedloZeni dizertacni prace a zejména jejich souhrnny IF.
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Zavérecné hodnoceni

Disertacni prace RNDr. Jany Neupauerové na téma ,,VySetfeni gent DNM2, GARS, MORC?2,
TRPV4 a SOD1 u ¢eskych pacientli s dédi¢nou neuropatii axonalniho typ* spliiuje pozadavky
kladené standardné na prace tohoto typu. Studentka zvolila pro svoji dizertaci aktualni téma

v narodnim i mezinarodnim meéfitku, vytycila si realistické a jasné formulované cile, pro
jejichz naplnéni zvolila odpovidajici metody. Pii zpracovani tématu dizertace prokazala tvlrci
schopnosti a ptedpoklady k samostatné védecké praci. Je autorkou ¢i spoluautorkou velkého
poctu praci, publikovanych v kvalitnich zahrani¢nich zdrojich s vysokym souhrnnym IF —

v tomto smyslu vysoce ptekrocila minimalni pozadavky na publika¢ni aktivitu student
doktorského studia. Disertaéni praci doporu¢uji k obhajobé podle §47 VS zakona 111/98 Sb. V
pripad¢ uspeésné obhajoby doporucuji udélit uchazeéce akademicky titul doktor ve zkratce
,»Ph.D." dle pfisluSného zakona.

V Brn¢ dne 6.1.2019 odb. as. MUDr. Eva VI¢kova, Ph.D.
Neurologicka klinika LF MU a FN Brno
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