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Téma disertacni prace g

Dédi¢né neuropatie Charcot-Marie-Tooth (CMT) predstavuji jak klinicky, tak i
geneticky heterogenni skupinu onemocnéni periferniho nervového systemu. Prestoze jiz
bylo identifikovano nékolik riznych genetickych determinant pfislusnych klinickych jednotek,
u nezanedbatelné Casti rodin neni bé&zné dostupnymi technikami mozné kausalni mutaci
identifikovat a umoznit tak v ramci rodiny dal$i poradenstvi. Na druhou stranu, korelace
fenotypu a genotypu jiz u znamych mutaci pomaha lépe popsat jednotlivé klinické jednotky,
zlepsit indikace genetickych vysetfeni a i Iépe pochopit etiopatogenesi onemocnéni.

Familiarni hluchota sdili nékteré genetické determinanty pravé s CMT, a proto tato
disertacni prace se zabyva i touto jednotkou. Rodiny s konsangvinitou, endogamni skupiny a
populace se silnym founder efektem vykazuji u pacientd s nesyndromovou hluchotou
(NSHL) zvySenou pravdépodobnost autozomalné recesivni pficiny tohoto stavu a jsou tak
vhodnymi subjekty k analyzam typu mapovani ztraty heterozygozity.

Disertalni prace se zabyva jednak vyhledavanim lokusu ve vazbé s CMT pomoci
rodinnych vazebnych studii, lokusl pro NSHL pomoci homozygotniho mapovani a nakonec i
analyzou fenotypové exprese mutaci v genech asociovanych opét s CMT.

Zpracovani disertacni prace

Po formalni i obsahové strance ma predloZzena disertaéni prace MUDr. Dany
Brozkové dobrou Urover. Prace bez souhrnu pouzité literatury ma rozsah 67 stran a je
logicky ¢&lenéna do 3 tématickych oddilt — 1) Vazebna analyza a charakterizace
identifikovanych lokust u CMT, 2) Homozygotni mapovani u romskych rodin s ¢asnou
nesyndromovou hluchotou, a 3) Fenotypove exprese novych mutaci v genech GJB1, MPZ a
PMP22. Po struéném souhrnu vSech tfi ¢asti, autorka predklada v ramci kazdého okruhu
Gvod, v némz pfehlednym zpUsobem shrnuje soucasny stav znalosti a molekularné
biologicke podstaty CMT a NSHL.

Metodicka €ast u prvnich dvou okruh(l je zaméfena na zpracovani dat z vySetieni
celého genomu u testovanych rodin, pro vazebné analyzy to byl Affymetrix GeneChip

1



Human Mapping 10K array, u testovani homozygozity dokonce 250K. Druhou hlavni
technikou bylo pfimé sekvenovani jak jiz znamych genl ve vazb& s CMT a NSHL, tak i
vy$etfeni kandidatnich gentl ve vytipovanych lokusech pomoci vazebnych analyz.

Statistické analyzy odpovidaji typu asociaéni studie, byly pouZity adekvatni
softwarové nastroje (MERLIN pro vazebné analyzy, Genotyping Console pro homozygotni
mapovani a pro in-silico testovani patogenity mutaci programy PANTHER a Mutation
Taster).

Viysledky predkladané disertace jsou uvedeny zéasti tabelarnim srozumitelnym
zplisobem a jsou nasledné diskutovany zasvécenym zplisobem v jednotlivych sekcich.
Literarni pfehled obsahuje 66 polozek.

Cile prace a jejich splnéni

Prvnim cilem prace bylo nalezeni lokust ve vazbé v rodinach s CMT. Genotypizovano
pro genome-wide vazebnou analyzu bylo 32 pacientd ze 4 rodin, 2 s CMT typu 1
(demyelinizaénim) a 2 s CMT typu 2 (axonalnim). U nejvétsi rodiny bylo nalezeno nékolik
sugestivnich oblasti a nakonec byla prokazana nova, dosud nepopsana mutace v genu
EGR?2. Mutace tohoto genu jsou znamou pfi¢inou riiznych typi CMT, a jedna se tak o
dalezitou replikaci v odliné populaci. Zajimavym je i nalez sou¢asné mutace v genu MPZ u
vyrazné&ji postizeného &lena rodiny, coz svéd¢i i pro aditivni interakci mezi riznymi geny
zpUsobujicimi CMT.

U ostatnich rodin byly nalezeny sugestivni lokusy, ale Zadna dal$i varianta nebyla dosud
nalezena, byla véak vyloudena velka &ast ze znamych genovych lokus .

V druhé &asti bylo cilem nalezeni lokus vykazujicich homozygozitu ve vazbe na
HSHL a CMT v romské populaci. Celkem bylo vySetfenim celého genomu u 10 pacientl z 5
rodin vytipovano nékolik oblasti v genomu, kde dlouhé Useky (nad 2Mbp) vykazuji
homozygotni stav a mohou tak obsahovat autozomalné recesivni lokusy. Jeden z techto
segmentd obsahoval gen MARVELDZ, v némZ byla MUDr. BroZkovou nalezena jiz znama
patogenni mutace u celkem 3 rodin z 19 romského plvodu a u Zadné ze 40 neslySicich
neromského piivodu. Jedna se tak o vyznamné potvrzeni nalezu v odliSné populaci a
roz§ifeni moznosti pfimé diagnostiky u pacientt s NSHL romského plvodu v Ceskeé
republice.

Ve treti &asti bylo cilem ovéfit v souboru pacientl s CMT patogenitu mutaci v genech
GJB1, MPZ a PMP22. U celkem 49 byly nalezeny mutace v jednom z testovanych gen,
celkem se jedna o 21 mutaci, z nich# je 17 hodnoceno jako patogenni. Tato data byla
srovnavana s 94 nepfibuznymi kontrolnimi vzorky. Tento druh informaci slouzi k zpfesnéni
korelace mezi fenotypem a genotypem a moznosti zpfesnéni indikace genetickych vySetfeni
u pacientd s CMT.

Komentar:

K pfedlozené praci nemam formalni vytky, ale nemohu se vyhnout dvéma
poznamkam, které vdak nesnizuji kvalitu predkladané prace:

1. Vazebna analyza dosahuje relativng nizkych LOD skoére, zvlasté vinou malého poctu
jedinct v jednotlivych rodinach a tak hodnoceni relativné vysokého poctu pozitivnich
signaltl mdze byt zavadgjici. V rdmci prace by mohl byt vyhodou pokus o spole¢né
hodnoceni part rodin se stejnou formou CMT. Dale by mohlo byt zajimave urCeni
empirické vyznamnosti nalezenych LOD skoére (power analyza), napfiklad pomoci
permutagnich test u simulovanych rozloZeni alel SNP marker( v testovanych rodinach
(napf. softwarovy bali¢ek SLINK)

2. Ve véech &astech textu jsou hife dohledatelné celkové pocty vySetfenych pacientd,
jejich pfibuznych a ev. referengnich vzorkd. Je pak méné zfejme, jak velke mnozZstvi
prace v laboratofi se za vysledky skryva.



3. Pro neurologa je terminologicky matouci Udaj o vyS$etfovani sluchu pomoci metody
somatosenzorickych evokovanych potenciall (SSEP), spiSe se jednalo o metodu BERA
¢i BEAP (strana 40).

Zavér:

Disertacni prace MUDr. Dany Brozkové prinasi vyznamné poznatky s mozZnou
aplikaci v klinické neurologické praxi a genetickém poradenstvim.

V' praci autorka zcela nepochybné prokazala predpoklad k samostatné tvorivé
védecké praci a osvojeni si nejmodernéjsich molekularné geneticky a biostatistickych
metodik. Doporucuji praci jako takovou prijmout v predlozené formé jako podklad
pro udéleni titulu ,PhD“ za jménem.

Publikacni aktivita aspirantky je rovnéZ odpovidajici, jiZz jsou ve verejnych
databazich k dispozici 2 publikace v periodicich se stfedné vysokym IF (minimalné
1,1), kde je prvni autorkou, a jedna jeji prace jiz byla i citovana. Jedna dalsi prace
v Muscle Nerve je v tisku.
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