Oponentsky posudek disertacni prace:
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Diagnostika hypertrofické kardiomyopatie se zamérenim na genetické
vySetieni

Predlozena dizertacni prace se zabyva nelehkym tématem diagnostiky hypertrofické
kardiomyopatie (HCM) projevujici se hypertrofii levé komory srde¢ni, ktera neni zptisobena
hemodynamickymi pfi¢inami. Vzhledem k tomu, ze onemocnéni je monogenné dédi¢né
S autozomaln¢ dominantnim pfenosem na potomky zaméfil se autor mimo jiné zejména na
genetické vySetfeni postizenych. Téma je vysoce aktualni, nebot’ uspésné genetické vysetient,
tj. zachyt zarode¢né kauzalni mutace v odpovédnych genech, umozni presymptomatickou
diagnostiku pfibuznych postizeného v rodiné a odpovidajici péci o nositele mutace. O
aktualnosti tématu svédci i to, Ze genetikou nejen HCM, ale i ostatnich kardiomyopatii se
zabyva v Ceské republice nékolik pracovist’ a samoziejmé i pracovisté v zahrani¢i. Téma je to
slozité, nebot’ je prokazana asociace vyskytu HCM s mutacemi v nejméné 20 genech a nedaji
se vylouc¢it u¢inky mutaci v genech dosud neidentifikovanych. Velkéa geneticka variabilita
HCM je také jednim z diivodii variability fenotypu, S moznymi vaznymi dasledky (riziko
nahlé smrti, srde¢ni selhani, fibrilace sini, tromboembolické komplikace, vyssi riziko cévni
mozkové ptihody a dalsi).
V préci se autor zabyval hledanim variant v genu NEBL, ktery nebyl dosud dostatecné
analyzovan a jehoz produktem je protein nebulette, ktery je dilezitou soucasti sarkomery.
Déle vztahem mezi klinickymi a echokardiografickymi parametry a vysledky genetického
vySetfeni nejcastéjsich sarkomerickych gentt (MYH7, MYBPC3, TNNI3, TNNT2) s cilem
nalézt prediktory nalezu mutaci u postizenych a genetickym a klinickym vySetienim
ptibuznych probandi.
Préce je velmi ptehledné uspotfadana, ¢lenéna do standardnich kapitol. Vysledky jsou
publikovany ve 3 publikacich (IF 0,758 — 2,030), ve dvou z nich je dr. TomaSov prvnim
autorem. Prace obsahuje 78 stran textu v€etn€ obrazki a tabulek, spolu s literaturou ma prace
rozsah 86 stran.
V rozsahlém uvodu se autor podrobné dotyké vSech aspektt HCM a vycerpavajicim
zpusobem popisuje soucasné poznatky o onemocnéni. Podrobné jsou popsany i metody,
charakterizovany soubory pacientll, kardiologické a echokardiografické vySetieni, zdlivodnén
vybér vysetfované¢ho genu a popsano genetické vysetfeni. Za vyznamné vysledky prace

povazuji noveé objevenou variantu v genu NEBL (H171R), ktera se jevi jako mozna kauzalni



mutace, ndlez vyznamné asociace mezi niz§im vékem v dobé diagnozy, reverznim typem
mezikomorového septa a ndlezem mutace v nejcastéjSich sarkomerickych genech. Pozitivni
vysledky pfineslo i testovani pfibuznych jedinct v rodinach s identifikovanou mutaci

V nékterém ze sarkomerickych genti. Kapitola diskuse je zpracovana na vysoké trovni,
srovnava vysledky se zahrani¢nimi udaji nejen v oblasti HCM, ale 1 ostatnich kardiomyopatii
a zvifecich studii.

Zpracovani jednotlivych kapitol ukazuje, ze MUDr. Tomasov je vyznamné¢ ponofen do

wevr

principy a interpretaci genetického vySetfeni a ziskat vyznamné vysledky.

K vlastnimu textu mam nékolik pfipominek:

- V textu se hovoii o mutacich v riiznych genech, pokud je onemocnéni dédicné mohlo by byt
uvadeno, Ze se jednd o mutace zdrodecné. Piedpokladam, Ze somatické mutace nejsou
znamy.

- prechod str. 31 — 32 — chaoticky text (asi pii kopirovani)

Str. 52, obr. 3. 2. — obrazek se tyka schématu genu NEBL. Neni proto mozné ozna¢ovat konce
genu NHz a COOH (to je typické pro protein). Je nutné oznacit 5" a 3" konec, zvlaste, kdyz
se nasledujici obrazek 3. 3. tyka praveé proteinu nebulette. Také neni jasné, zda ,,motivy
vazici aktin“ (coZ je opét protein) predstavuji exony genu.

Str. 55 — v popisu PCR jsou nejasnosti: termin transkripce se pouziva pii prepisu genetické
informace z DNA do RNA (zde se syntetizuje DNA, da se fici, Ze je to obdoba replikace
DNA in vivo). Primery se pfipojuji na 3 'konce genu, syntéza nového fetézce DNA pak
probihd ve sméru 5" k 3 konci. Neda se tedy fici, Ze primer za¢ina na 5konci genu.

Str. 57 — pokud je v textu popisovana varianta v genu, nelze pouzit zapis pro protein, tj.
p.H171R. V tabulce 4. 1. je to jiz dobfte.
obr. 4. 1. — v textu je uveden nalez 6 variant v genu NEBL, v obrazku jich vidim 7.

Str. 60 — bylo by dobré prezentovat aspon piehled zjisténych variant jako vysledek testovani
sarkomerickych gend.

Uvedené ptipominky vSak nijak nesnizuji kvalitu pfedloZené prace.

Autorovi prace bych rada polozila nasledujici otazky:

1) Které z molekularné genetickych metod provadél vlastnima rukama?



2) V praci prezentované genetické varianty byly mutace typu missense, tedy zamény
nukleotidu a v disledku toho zamény aminokyselin v proteinu. Byly zachyceny také
mutace jin¢ho typu?

3) V textu se n€kolikrat objevuje nasledujici klasifikace genetickych variant: znama patogenni
mutace, pravdépodobné patogenni mutace, varianty nejasného vyznamu a varianta
v pfilehlé ¢asti intronu. Jak byla prokazana patogenita mutace, na zakladé ¢eho se usuzuje
na pravdépodobnou patogenni mutaci? Co si predstavit pod variantou v prilehlé ¢asti
intronu?

4) V diskusi se uvadi, Ze u zachycenych variant nebyly provedeny funkéni studie. Existuji
néjaké funkeni studie?

5) Jednou z moznych funkci proteinu nebulette je regulac¢ni funkce pii pfenosu signalu. Mate
ptedstavu, o jakou signaliza¢ni drahu by se mohlo jednat?

6) Ocekavate, ze testovani genu NEBL by se mélo stat béznym vySetfenim u pacientii s HCM.

Jak by mél vypadat panel vySetifovanych genti?

Zaver:
MUDr. Tomasov se uspésné zhostil nelehkého ukolu, prokazal, Ze je schopen samostatné
védecky pracovat a jeho vyzkum pftinesl vyznamné vysledky, které piispéji k diagnostice
HCM. Vyznam prace spociva zejména v mozné aplikaci vysledki v praxi. Prace bude jisté 1
nadale pokracovat. Ocenuji rovnéz schopnost autora propojit 1ékarskou praxi s naroénym
vyzkumem ve prospéch pacienta.

Vzhledem k uvedenym skute¢nostem mohu konstatovat, ze predlozena dizerta¢ni
prace splituje podminky k ud€leni titulu PhD. a doporucuji proto, aby byla pfijata jako
podklad pro udéleni védecké hodnosti PhD.

V Praze 29. 8. 2016 Doc. MUDr. Milada Kohoutova, CSc.
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