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Genetika a fenotypova charakteristika Parkinsovovy nemoci
s casnym zacatkem.

Piedlozena disertadni prace je psdna v &edtin® a md rozsah 72 stran textu a tabulek a obrazkd
+ seznam literatury + 2 piilohy — klinické dotazniky. Disertace prekvapivé neobsahuie ptilohy
publikaci, jichZ je doktorand autorem a které jsou i podkladem pro obhajobu.

Disertace m4 klasické &lenéni na Gvod, cile, metodiku, vysledky, diskusi a zaveér. Literarni
odkazy obsahuji celkem 306 citaci.

Cilem disertace bylo studovat a zmapovat fenotyp pacientii s EOPD (Parkinsonovy nemoci

s Casnym zaCatkem) v deské populaci — u Ceskych pacient(, déle identifikovat a vyhodnotit
moZné rizikové faktory prostied a stanovit frekvenci a spektrum variant genu PARK2 v Seské
populaci. Prace tedy m4 jak slozku klinickou, tak i molekulérmé genetickou.

Doktorand zpracoval disertaci na renomovaném pracovisti pod vedenim gkolitele, profesora
neurologie, ktery je v problematice Parkinsonovy nemoci (PN) i v klinické neurologii jednim
z neuznavangjSich a konzultantem byl jeden z nasich nejcitovangjich profesorl genetiky.

Genetickd vySetfeni a studie u pacientd s Parkinsonovou nemoci, podle mych védomosti
dosud v CR nebyla provedena, proto je tato prace originaln{ a tim i zajimava a ddle¥ita

Celkem bylo vySetfeno 70 pacientli s PN s v&€kem zadatku do 40 let a 75 kontrolnich osob.
Autor zjistil, Ze mutace v PARK2 genu jsou u Seskych pacientt pomé&rmé vzacné, Ze velkd ¥4st
pacient( mé mutaci jen na jedné alele. Pacienti s poruchami PARK?2 méli niZ3f v&k p#i
manifestaci onemocnéni — v&k zadatku a nebyl u nich kognitivn{ deficit. Rizikovym faktorem
byla prace v zem&d&lstvi — s pesticidy , ale ne koufenf a piti kdvy vyslo jako protektivai
faktor.

Zasadn&j$i nové poznatky, které by dfive nebyly popsany prace sice nepiinasi, ale podobné
studie s detailni fenotypovou analyzou u pacientl se znamym genotypem maji svou klinickou
dileZitost. Populaéni studie v konkrétnich populacich a zjisténi spekira a frekvence variant

v populacich jsou u autosomélng recesivnich poruch také vzdy dileZité, Presné vysledky a
jejich vyznam, zejména DNA testl je viak z textu velmi t8Zko pochopitelny.

Pouzité metody jsou urdité adekvdtni a standardng pouzivang.

Zpracovéni disertace je ale jen na primérné Grovni, v textu jsou hrubky — jak v disertaci, tak
autoreferatu a terminy z molekuldrni genetiky jsou pouZivany nespravné.




Z pod&kovani v disertaci 1ze usuzovat, Ze DNA vy$etfen{ autor sdm neprovadél a asi ani
nevyhodnocoval, coZ je v disertaci patrné (Ze se pustil na tenky led) a je to 1 $koda pro studii i
doktoranda. Hlavni podil doktoranda na studii byl zfejmé v klinickych vy¥etfenich a
statistickém zpracovani.

Nézev a zaméfenf studie je neurogenetické, ale ve sloZce genetické jsou vidét Setné
nedostatky jak pro pochopeni vysledki, tak i vyznamu prace a vyznamu vysledk{i DNA testd.
Nézvy genti a proteind i variant mutaci nejsou pouZivany systematicky a viibec ne
konzistentns.

Ve studii postradam zav&r autora k interpretaci vyznamu jednotlivych nalezenych variant.
Dale postraddm pro interpretaci nalezil variant v genomu a pro neurogenetiku zasadni véc a to
dovySetfenf rodidl nebo pifbuznych a to neurologicky i na DNA trovni — sledovani segregace
variant s nemoci a také rodokmeny vySetfenych rodin nebo aspori t&ch s vicedetnym
vyskytem — familidrnim.

Dale postraddm informace, zda delece, nalezené pomoci MLPA byly ovéfovany dali
nezdvislou metodou (PCR, aCGH atd) , coZ pro véc dost dilleZité. Neni také bliZe popsano,
jak byla zji§téna homozygotni delece exonu — zda jako chybéni celého peaku v MLPA — tam

Wy

by bylo spolehlivéjsi potvrdit dal§im zplisobem.

V zajmu véci i doktorandova dal$tho vyvoje si dovolim uvést vydet nesrovnalosti, které by
nemeély takto byt pouzivany,

V celém textu je nespravné uvadén parkin (kurzivou), jako nazev genu, gen se viak jmenuje
PARJQ a geny Clovéka se dle platné terminologie HGVS takto uvadsji a kurzivou, parkin je
nazev proteinu, Na mnoha mistech disertace i autorefertu je viak pouZivan obrat ,,gen
parkin® Déle ndzvy PARK 1-20 — nejsou lokusy, jak je v tabulce uvedeno, ale vlastnd ndzvy
genetickych typlt PN, resp. symboly pro genetické typy PN, které se 1i3f riznymi genovymi
lokusy a u n&kterych jsou jiz znadmé geny s kauzdlnimi mutacemi a u nékterych dosud ne a
mohou byt i typy bez chromozomélniho lokusu, kdyZ napt. pti vazebné studii, jsou zndmé
lokusy vyloud¢eny. Podobny systém plati 1 u dal¥ich skupin nejen neurologickych d&diénych
chorob (jako SPG, SCA, DYT atd.)

V Tab. 1 je tento pfipad, dale je v tab 1 uvedeno, %e v genu — myslen PARK2, ale pséno
parkin - je > 180 mutaci, to je ale uZ hodng& zastaraly Gdaj , moZn4 z publikace ji% 3 roky staré
a psané moznd pfed 4 lety. Dle soudasného stavu v HGMD databézi je uvedeno jiz 338
variant ~ mutaci v PARK2 genu. Nazvy genil u ostatnich typti PARK jsou uvedeny sprévng,
jen paradoxng ten vySetfovany, PARK?2 je uveden jako parkin , co¥ je nazev proteinu, ktery je
kodovan genem PARKZ.

PouZité primery pro sekvenovini PARK2 genu byly ptevzaty z publikace z roku 1998, coz je
dost zastaralé. Byly ty primery kontrolovany na moZné mismatch s variantami v mistech kam
nasedaji, které mohou vést k fele$né negativits ~ nezachyceni jedné alely pfi vysetfem ? Proé
nebyly primery navrhnuty novou moderni metodikou ?




V tabulce 7 zahlavi uprostfed — genetickd zména parkinu , je dost ne§t’astné, vhodné by bylo
genotyp v PARK2 nebo nalezené varianty v PARK2. V této tabulce také postradam sloupec se
zévérem autora, zda se jedna , resp. zda varianty interpretuje jako kauzdlni - patogenni nebo
jako nepatogenni.

V tabulce 8. chybi u mutaci resp. variant uvedeni nukleotidové Girovné , je jen
aminokyselinova a postradam sloupec s néjakym zévérem autora k interpretaci jednotlivych
variant, k jakém zav&ru dospél, na zaklad® viech analyz a dat, které mé&l, zda jde o variantu
patogenni, nepatogenni nebo nelze fict -- tzv. VUS,

Dale u deleci neni jasné, zda postihuji jeden exon nebo vice exont a jaky maji rozsah.

Interpretace vyznamu nalezenych variant je v soudasnosti, po padu limitu detekce resp.
kapacity detekce hlavni limitaci DNA vy$etfeni . Interpretace nalezenych variant 8asto dnes
trva déle neZ vlastni DNA laboratorni vySetfent, tedy detekce. Proto uvadim ty vySe uvedené
pi‘ipominky.

K publikaéni aktivité doktoranda, dle daji v autoreferdtu je prvnim autorem celkem 3
pHijatych publikaci s IF, z nichZ 2 jsou v CSNN a jedna v &asopisu bohuZel nevalné povésti a
sice Neuroendocrinology Letters . Jedna dal$i publikace a sice ta popisujici vysledky z
disertace v mezidobi byla ptijata a pravé vysla jako open access v Plos One. Dale je
doktorand spoluautorem dalsfch 3 publikaci na jiné téma ne? je disertace a je ddle prvnim
autorem 6 &lank spie vzd&lavacich nebo piehlednych v &asopisech bez IF. Tedy publikadéni
vysledky wréit® splitujicl podminky oborové rady Neurovéd pro udélenf titulu Ph.D.

Je nicméné $koda, Ze autorovy publikace, aspoti ty k tématu PN, nejsou souéast pfedloZené
disertaéni prace, Nen{ to nieméné podminkou, pouze vyhodou a dobrym zvykem.

Vytéené cile byly v disertaci splnény a autor pfinesl v praci odpovédi na hypotézy vyslovené
v pocatku.

Pro autora mam k obhajobé tyto otazky:

Proé& nebylo pouZito vice predik&nich programt pro interpretaci vyznamu halezenych variant
?

Existuje tzv. disease specific databaze variant PARK2 genu nebo dalSich PARK gent 77

Pro¢ nebyla pouzita napf, Leidenska databaze mutaci zptsobujici choroby - tzv. LOVD

(www.lovd.nl) ?

Byla DNA vy$etieni provadéna v ramei genetikého poradenstvi s genetickou konzultaci ?
Byly vysledky DNA testl pacientim a rodinam vysvétlovany ? Jak ?

Pro¢ jsou delece a prestavby v lokus PARK?2 genu tak dasté 2?

Jak je to s dovySetfenim pF{buznych pro spolehlivgjsi interpretaci nalezenych variant
v PARK2 a zda byl u osob, kde bylo nalezeno vice variant zji§t'ovano, zda jsou navzajem v cis
&i trans pozici ~ tedy , zda jsou na stejné nebo opaéné alele ?




Byly primery pro vy$etfeni PARK?2 genu kontrolovany na mo¥né mismatch , které mohou vést
k faleSné negativit€ — nezachycenf jedné alely ?? Pro¢ nebyly primery navrhnuty novou
moderni metodikou.

Na zikladé predlozené disertaéni prace a vysledkit MUDr. Ondieje Fialy, kterymi
dok:izal schopnost samostatné védecké prace véetné mezindrodni publikace navrhuji a
doporuduji udéleni titulu philosophiae doctor (Ph.D.)
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