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Téma disertacni prace

StéZejnim tématem ptredkladané dizertani prace je molekuldrné biologickid analyza genu pro
cytochrom P450 oxidoreduktizu (POR), membranovy proteinovy transportér elektront k celé rade
hemoproteini. Cytochrom P450 oxidoreduktaza patii mezi flavoproteiny, které transportuji elektrony
do mikrosomalnich P450 enzymi, kam jsou fazeny rovnéZ steroidogenni enzymy (napi. CYP21A2,
CYP17A1 & CYP51A1). V odborné literatuie byva gen Casto popisovan v souvislosti s POR -
deficienci, ale také u osob s poruchami steroidogeneze ¢i s rozvojem skeletalnich deformit, které jsou
charakteristické pro pacienty s Antley-Bixler syndromem. Z tezi prace je ziejmé, Ze kliCovym
zédmérem autorky je a) popis mutaci a polymorfismi v POR genu zdravé Ceské a Zidovské
populace. Neméné vyznamnou je b) snaha o charakterizaci funk¢nich dopadii vybranych zmén v
genu a c) detailni mutaéni analyza dostupnych pacientii s POR - deficienci. Testovan byl rovnéz d)
gen PGRMC1, v némz jsou v literatufe popisovany zmény u osob s kostnimi anomaliemi.

Zpracovani disertacni prace

Pfedkladana dizertaéni prace Mgr. Marie Tomkové na téma ,Cytochrome P450
oxidoreductase: Structurally functional study Molecular pathology of Antley-Bixler syndrome*
byla zpracovavana v letech 2006-2015 pod vedenim prof. MUDr. Pavla Martaska, DrSc. v
Laboratofi pro studium mitochondridlnich chorob Kliniky déti a dorostového lékarstvi 1.LF-
UK v Praze a ¢aste¢né byla feSena na pracovisti UTHSCS v Texasu, jehoz vedouci je
prof.B.S.S.Masters.PhD. Prace byla v pribéhu let podporovana finanénimi prostredky Ctyf
grantl a je predkladana v jazyce anglickém. Obsahuje text a obrazovou dokumentaci,
véetné tabulek na celkové plose 81 stran. Textova &ast dizertatni prace je psana vécnym
védeckym jazykem, aniZz by trpéla jeji obsahova stranka. Dizerta¢ni prace je Clenéna na
nasledujici kapitoly: kapitola (vodni, oznacovana jako ,Introduction (obsahujici 28 stran
textu a obrazku), kapitola ,Aims of Study“ (1 strana textu), kapitola ,Methods® (11 stran
textu), kapitola ,Results” (11 stran textu a tabulek s vysledky), kapitola ,Discussion” (8 stran
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textu) a zaveérecna kapitola ,Conclusion® (1 strana textu). Zbylé strany dizerta¢ni prace jsou
vénovany abstraktlim v jazyce anglickém a ¢eském, seznamim zkratek, pouzité literature,
o kterou je prace opfena a také podékovanim osobam, které se o vznik této prace svou
podporou postupné zaslouzily. Pfi Cteni uvodni €asti prace je na prvni pohled ziejmé, ze
autorka je v problematice orientovana dobfe, protoZe fazeni jednotlivych &asti Gvodni
kapitoly je logické a postupné charakterizuje strukturni specifika sledovaného proteinu.
Pozornost, kterou autorka vénuje dosud zname krystalografické struktufe POR proteinu je
na mist€ a autorka zde bohaté vyuzZiva sou€asnych moZnosti vytvafeni modelovych
proteint riznych organismd. Na nékolika strankach textu jsou ¢&tenafi vysvétleny nejen
funkéni domény proteinu, ale také principy transportu elektront, kterého se POR uéastni.
Smysluplnné je rovnéz zafazeni Casti oznacené jako ,POR protein partners* do Gvodni
kapitoly, protoze zni vyplyva rGznorodost vlivu POR proteinu na fyziologii nékterych
buné&énych procesd. V praci jsou zminény tfi zakladni partnerské struktury, a) cytochrom
P450 enzymy, dale b) hemoxigenaza a c¢) membranova komponenta 1 progesteronového
receptoru (PGRMC1). Za velmi zdafilou povaZuji nejen tu ¢ast ivodu, kde autorka rozebira
variabilitu fenotypovych znaku jednotlivych poruch, vazanych na POR funkce, ale také tu
Cast, popisujici genetiku POR. Vtéto Casti podrobné popisuje fenotyp Antley-Bixler
syndromu, protoZe do svych molekularné genetickych experimentl zaradila testovani POR
genu u pacientt s timto syndromem (POR deficience s kostnimi anomaliemi). Na plose 6
stran dale autorka s pfehledem charakterizuje gen a na ¢asové kfivce demonstruje klicové
okamziky, odhalujici postupné nalézané alelické varianty ¢i mutace. V praci jsou také
popisovany etnicky specifické mutace a polymorfismy, coZz hodnotim z hlediska prispévku
pro doplnéni znalosti o populacich, velmi vysoko. Zcela logicky na ¢asti o struktuie genu
POR navazuji informace, pojednavajici o POR promotoru a jeho expresi. S piehledem zde
autorka hovoii o specificich POR promotoru a &tenar se v kratké dobé dozvida cenné
informace o okolnostech transkripce a naslednych variacich exprese, nebot POR protein je
popisovan ve vetSiné tkani modelového organismu (krysa). Farmakogeneticka ¢ast
dizertaCni prace se opirda o kapitolu ,katalytickych studii“, kde jsou diskutovany vlivy
nékterych alelickych variant POR genu na metabolickou aktivitu enzymi rodiny cytochromd
P450. Vliv POR genu na metabolismus nékterych farmak je pak charakterizovan a
dokladovan rovnéz na nékolika ,in vivo" studiich z poslednich let. Metodicka ¢ast prace je
z hlediska spektra pouzitych technik velmi pestra. Autorka zde pouziva k napinéni cila prace
nejen zakladni molekularné genetické metody (izolace DNA z periferni ¢i pupeénikové krve,
rizné varianty amplifikaci — symetricka PCR, Long range PCR ¢&i Site — directed PCR, High
Resolution Melting, DNA sekvenovani a klonovani), ale také fadu technik pro extrakci
proteinl z buné&&nych kultur, biochemické analyzy typu ,cytochrome c assay“ a ,flavin
content analysis®. Statisticko-informatické zpracovani vysledkd vyuziva standartni software
a pouziteé testy jsou adekvatni charakteru ziskavanych dat.

Analyzovanymi soubory jsou v této praci jednak zdravé kontroly ¢eské {886 jedincl) a
zidovské populace(564 jedinct), ale také 10 pacientl s popsanymi skeletalnimi deformitami,
u nichz byl pfedpoklad nalezu nékteré z mutaci v genu POR.

Cile prace a jejich spinéni.

Dizertaéni prace Mgr.M.Tomkové nese nepiehlédnutelny otisk jejiho Skolitele a cile prace
jsou zretelné definovany. Lze tedy shrnout a konstatovat, Ze tato prace si kladla za cil
popsat mutacni spektrum (polymorfismy) v POR genu, zjistit alelické frekvence v ceské a
Zidovské populaci, vytypovat varianty, které by mohly hrat roli u POR deficienci a v
metabolismu farmak.
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Vysledky prace

Autorka v teto dizertatni praci stanovila frekvence alel obou testovanych populaci a také
se pokusila modelovat nové popsané mutace ve struktufe lidského POR. Vysledkova éast
dizertacni prace je ¢lenéna na Cast analyzy variaci zdravé populace &eskych a Zidovskych
jedincl. V textu vysledkové Easti je uvadéno 25 nalezenych SNP &eské populace, zatimco
v tabulce €. 17 (str.56-57) je uvedeno, véetné alelickych frekvenci pouze 24 SNP. Popis
novych Castych a méné Castych SNP je dikladny a cenné je rovnéz rozdéleni na alelické
varianty, nachazejici se v pfekladanych &i nepfekladanych usecich POR genu. Zdrava
Zidovska populace, testovana v POR genu je segmentovana dle geografické pfislugnosti a
je Clenéna na skupiny Ashkenazi-zid(, bulharskych, etiopskych, marockych, tureckych a
jemenskych Zidu. Metodika popisu a déleni nalezenych alelickych variant je totozna jako u
Ceské populace. 38 nalezenych SNPs u Zidovské populace je charakterizovano jako 17
dosud nepopsanych SNPs, dale jako ¢ast SNPs frekventovanych nad 10% v populaci a &ast
SNPs méné frekventovanych (pod 1% v populaci). Celkovym pfinosem této prace je
zmapovani POR genu vobou testovanych populacich a nasledna analyza u pacientt
s poruchami skeletu ( s diagnozou POR deficience). Jako ukazka komplexniho pfistupu
autorky k problematice POR deficienci u Antley-Bixlerova syndromu, je ta &ast dizertaéni
prace, zaCinajici na str.58, kde autorka popisuje postupnou identifikaci 2 nalezenych
genetickych variant v jediném vzorku DNA. S vyuziti klonovaci techniky a purifikace proteinu
uzavira tuto kapitolu proteinovymi modely s umisténim nékterych zmén v trojrozmérném
usporadani proteinu. Na str. 61 a 62 jsou demonstrovany ,missense“ varianty u obou
testovanych populaci.

Diskusni pfispévky autorky dizertaéni prace jsou zacileny jednak na vliv POR genetickych
variaci ve farmakogenetice a na vyskyt alelickych variaci ¢eské a Zidovské populace
v porovnani s dostupnou populaéné genetickou odbornou literaturou. Naslednou diskusni
platformou je vyskyt zmén v POR genu u suspektnich pacientd s POR deficienci a tfeti
kliCovou platformou je hledani funkéniho vlivu genetické zmény na patologicky proces
pacienta. Posledni, ale neméné vyznamnou platformou diskuse je hledani partnerského
vztahu POR genu s genem PGRMC1, ktery byl popsan zcela nedavno a zmé&ny v ném by
mohly prinést nové poznatky k poSkozeni vazby mezi produkty genii POR a PGRMC1
v metabolismu steroidnich hormoni. Na str. 71 autorka shrnuje do jasné a jednoduse
formulovanych zavéru své odpovédi na vSech $est anotovanych cilGi této dizertaéni
prace.

Komentar:

PriliS mnoho pfipominek odborného charakteru nebo vytek k viastni praci nemam. Snad
jediné by byvalo bylo uZite¢né zdokumentovat konkrétnimi sekvenogamy pfedevsim nalezy
novych, dosud nepopsanych zmén v POR genu. Je ziejmé, Ze publikace v zahraniénich
odbornych periodicich s Impact Factorem toto jisté obsahuji, ale pro &tenafe dizertaéni
prace by byla tato dokumentace s vyhodou.

Téma dizertaéni prace je vysoce aktualni a zpusob jeho feseni, vyb&r pouzitych molekularné
biologickych technik je zdafily a cileny. Vysledkova &ast dizertaéni prace je pfinosem
pfedevsim do pokladnice znalosti o variabilité ceské a Zidovské populace a popis novych
alelickych variant Ize povaZovat za védecky hodnotny pfinos prace. Logickym a pfikladnym
systematickym krokem autorky je snaha o strukturalné funkéni nahled na vybrané alelické
varianty. ZpUsob zpracovani a prezentace vysledkl, stejné jako diskuse k jednotlivym
Castem prace jsou provedeny dikladn€ a nesou rukopis $kolitele i vlivu zahrani¢niho
pracovisté, na némz byla zvlasté proteomicko - funkéni ¢ast dizertaéni prace pfipravovana.
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Za zvlasté uziteCnou povaZuji snahu autorky o zavedeni analyzy do rutinni diagnostické
praxe, v€etné hledani souvislosti mezi kliCovymi mutacemi a patologickym procesem
konkretni osoby. Bylo tim rozSifeno spektrum gend, jejichZ testovani mize byt uziteéné pfi
odhalovani genetické podstaty riznorodych kostnich deformit. Po formalni strance je
zpracovani dizertaéni prace na vysoké technické Urovni. Uvedena dokumentace je
bezchybna, text bez pfeklepl a psan klutivovanym jazykem.

Na autorku prace mam spiSe ze zajmu nasledujici dotazy:

Ad 1/ Jakym zpisobem byly zafazovany do studie pacienti s Antley-Bixlerovym syndromem
a zda byly u vSech AB- pacientli pozorovany popisované fenotypové znaky skeletalniho
charakteru ( brachycephalie, kranio- a radiohumeralni synostozy , obli¢ejova hypoplazie &i
camptodaktylie)?

Ad 2/ Z jakého zdroje byl kompletovan soubor pacientt s Antley-Bixlerovym syndromem?

Ad 3/ ABS1 s anomaliemi genitalii a poruchou steroidogeneze se fenotypové piekryva
s ABS2 , jehoz primarni pfi¢inou jsou mutace vgenu FGFR2. Lze v pocatedni fazi
kompletace souboru tyto dva syndromy od sebe fenotypové odli§it? Byly tito pacienti
testovani na FGFR2?

Zavér: Ze vSech shora uvadénych duvodu Ize konstatovat, Ze Mgr. Maria Tomkova
prokazala veskeré predpoklady k samostatné tvorivé védecké praci a v predkladané
dizertacni praci pfinasi originalni poznatky, které obecné rozsifuji znalosti v dané
problematice. Mgr.Maria Tomkova (ve smyslu zakona o vysokych $kolach &. 111/1998
Sb.) nepochybné splnila veSkeré zakonem dané povinnosti a proto doporuéuiji praci
prijmout v predkladané formé jako podklad pro udéleni titulu ,,PhD“ za jménem.

V Praze, dne 22.5. 2015 o g'.'R.Ivn ara,
Ustav soudniho |ékai'stvi a toxikologie
1. lékarska fakulta University Karlovy v Praze




