Oponentsky posudek disertaéni prace RNDr. Martiny Divoké ,,Molekulérné-genetické
charakterizace talasemii a hemoglobinovych variant v ¢eské a slovenské populaci®.

Diserta&ni prace Dr. Divoké se sklada z abstraktu, teoretického avodu, praktické casti, predstavujici
cile prace a jejich spinéni véetné komentare k prilozenym publikacim, diskuse a pouZité literatury.
Prilohou prace jsou publikované prace komentované v praktické Castia konferenéni prispévky.
Celkové ma préace 82 stran textu avodu (25 stran) a praktické ¢asti (57 stran véetné 65 citaci literatury
a seznamu publikaci autorky k tématu), 4 in extenso pfilozené clanky puinkované/pFijaté do tisku

v recenzovanych &asopisech a 5 abstrakt konferenénich prispévka.

Cilem prace byla molekuldrné-geneticka charakteristika hemoglobinopatii vedoucich k vrozenym
hemolytickym anemiim a dalgich strukturnich hemoglobinovych variant a poruch globinové syntézy u
nemocnych z Ceské republiky se saméfenim na talasemické syndromy. Autorka je ¢lenkou kolektivu
vyzkumnikd z |ékaFské fakulty Univerzity palackého v Olomouci, ktefi se dlouhodobé zabyvaji vysoce
specializovanou diagnostikou a vyzkumem hemoglobinopatii jako jediné vyzkumné centrum tohoto
typu v Ceské republice. Jejich vyzkum je uspéény, dolozeny fadou prioritnich pozorovani a obhajeny
¢lanky v recenzovanych ptednich ¢asopisech oboru.

Dr. Divoka ve své praci detailné uvadi svou roli v kazdém z fedenych projektd. Je laboratornim
pracovnikem, molekuldrnim biologem. Do diagnostiky zavedla a aplikuje moderni molekularni
metody — mutaéni analyzy na DNA Grovni, stejné jako standardni diagnostické testy, napf.
elektroforézu hemoglobinu.

Teoreticky Gvod seznamuje ttenare se soucasnym pohledem na vyvoj a fizeni erytropoezy , tvorbu
hemoglobinu a jsou predstaveny nejéastéjsi hemoglobinopatie, jejich molekuldrni podstata a
diagnostika.

Molekuldrné-geneticka charakteristika strukturnich hemoglobinovych variant je predstavena formou
mini-kazuistik vy$etfovanych jedinct/rodin s vrozenou hemolytickou anemii a doloZena abstrakty
konferenci, publikace dvou prioritnich nalezli vzacnych hemoglobinovych variant Hb Hoshida a Hb
Doha v ¢eské populaci jsou ve stadiu pfiprav. Vysetfeny soubor 52 jedinct z 37 rodin s priikazem HbE,
Hb Lepore, HbS, HbC, Hb Koln, Hb Knossos, Hb Monroe, Hb Saint Louis, Hb Sydney a zminénych Hb
Hoshida a Doha znamenal stanoveni diagnozy pro nemocné a cenny podklad pro dali sledovani pro
jejich Iékafe. Bez této vysoce specializované diagnostiky olomouckého pracovisté by zistala
onemocnéni nezafazena.

Molekularn&-geneticka charakterizace B-talasemickych alel u 400 jedincd, Zijicich v Ceské republice
nebo na Slovensku provedena v letech 2002-2015 byla publikovana v recenzovaném zahrani¢nim
gasopisu. Dr. Divoka je zde prvnim autorem sdéleni. V této obsdhlé praci potvrdila hypotézu, Ye v nasi
populaci prevazuiji beta-talasemické alely plivodem ze Sttedomoti. DaleZitou roli ale maji i lokalni
unikatni mutace i alely asijského phvodu. Prakticky vZdy se jednalo o formu talasemia minor.

Molekuldrné-geneticka charakteristika a-talasemii u geskych rodin a u rodin cizincd Zjicich v Ceské
republice potvrdila hypotézu, Ze v teské populaci se vyskytuji alfa-talasemie daleko Castéji nez se
predpokladalo. Onemocnéni bylo modernimi diagnostickymi metodami prokazano u 97 jedinchi z 81
rodin. V textu jsou detailné predstaveny typy deleci alfa-globinovych gend, véetné deleci unikatnich.



Vyznamné zjisténi, Ze alfa-talasemie jsou v ¢eské populaci prakticky stejné casté jako beta-talasemie,
bylo publikovano v ¢asopisu Transfuze a hematologie dnes a byla tak s timto klinicky dlezitym
faktem sezndmena Siroka hematologicka verejnost.

Kromé téchto dvou stézejnich projektt byla dr. Divoka clenkou Fesitelského kolektivu, ktery popsal
unikdtni mutaci redukujici beta-globinovou expresi a majici za dlisledek fenotyp beta-talasemie.
Prace byla publikovana v prestiznim ¢asopisu Human Mutation v roce 2013. Dal$im pfispévkem dr.
Divoké k vyzkumu talasemii byla analyza pacientl s talasemii minor hodnotici vybrané parametry
metabolismu Zeleza véetné hepcidinu. Jeji publikované vysledky prokazaly neadekvatni potlaceni
syntézy hepcidinu a zvysené riziko pretizeni Zelezem i u nosici talasémie.

Dr. Divoka splnila cile své disertacni prace. S kolektivem spolufesitell vyznamnym zplisobem pfispéla
k poznéni o vyskytu hemoglobinopatii v Ceské republice, realizovala nékolik prioritnich pozorovani
etiologie téchto onemocnéni a zavedla fadu modernich laboratornich metod zlepsujicich diagnostiku
téchto v Ceské republice vzacnych onemocnéni.

Prace je napsana Ctivé, bez jazykovych chyb i preklept. Citovand literatura je adekvatni tématu
prace. K predloZzené praci nemam Zadné kritické pfipominky. Rad bych znal nazor dr. Divoké na

perspektivy diagnostiky hemoglobinopatii v éfe celogenomovych metod. MlzZzeme ocekavat

k elektroforéze hemoglobinu, sekvenacni, MLPA a PCR analyzam prichod dalSich typl vysetfeni
zjednodusujicich a zrychlujicich tuto vysoce specializovanou diagnostiku?

RNDr. M. Divoka prokazala ve své disertacni praci schopnost tvirci védecké prace véetné jejiho
obhajeni publikaci v recenzovanych ¢asopisech. PfedloZzenou disertacni praci doporucuji k obhajobé a
na jejim zakladé doporucuji udéleni titulu doktor Ph.D.
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dizertacni prace RNDr. Martiny Divoké ,Molekuldrné-geneticka
charakterizace talasemii a hemoglobinovych variant v ceské a slovenské
populaci”.

Popis prace

Dizerta¢ni prace RNDr. Martiny Divoké byla vypracovana v oboru Lékarskeé biologie pod
vedenim Mgr. Moniky Horvatové, Ph.D. a prof. MUDr. Dagmar PospiSilové, Ph.D. Rozsah
prace (po odecteni ivodnich stranek, obsahu, seznamu praci autorky a seznamu zkratek)
¢ini 73 stran. Teoreticky ivod zaméfeny na prehled erytropoézy, syntézu hemoglobinu a
hemoglobinopatie tvofi z toho prvnich 25 stranek. Prace obsahuje 34 obrazki a 6 tabulek.
Literarni odkazy pfedstavuji 65 citaci, z toho 9 z domacich zdrojti.

Cilem préce byla molekularné-geneticka charakterizace hemoglobinopatii a talasemii
diagnostikovanych v Ceské republice a na Slovensku.

Préce je koncipovana jako pfehled shrnujici dlouhodobé vysledky komplexnich vySetfeni
pacientt: s talasemii nebo hemoglobinopatiemi provedenych v Centru vysoce
specializované péce pro dospélé pacienty a déti se vzacnymi vrozenymi a ziskanymi
poruchami krvetvorby v letech 2002-2015. V diskuzi jsou navic komentovany publikace
autorky vénované tématu dizertacni prace. Jde o soubor 4 publikaci v recenzovanych
Casopisech (3 z toho s IF 0,78-5,05). RNDr. Divoka je uvedena na prvnim misté ve dvou
pfipadech. O dosaZenych vysledcich autorka ve forme prednasek a posterti referovala na 7
konferencich, z toho na dvou mezindrodnich. Je potfebné také zminit, Ze vSechny
publikace ale i dosazené vysledky byly podpofeny 3 grantovymi projekty IGA MZ CR,
jednim vyzkumnym zidmérem MSMT a 7 granty LF UP.

Vyjadfeni k metodam a formalnim aspektiim prace

Je nezbytné zduraznit $ifi a riiznorodost metod, které musely byt pfi feSeni problematiky
pouzity. Slo celkem o 5 bioanalytickych testii a 8 metod molekularni biologie, které byly
postupné provadény u jednotlivych pacientt. Celkem bylo vySetfeno 579 osob se
suspektni hemoglobinopatii (jez byla nakonec prokazana u 52 pacientti ze 37 rodin) a 383
pacientt1 s talasemii. Podil a tim i pfinos autorky k feSeni problematiky (véetné podilu na
jednotlivych vySetfenich) je pfesné popsan v diskuzi k jednotlivym publikacim. Postup pfi
diagnostice, vyuzZiti jednotlivych metod a interpretace vysledkd jsou na vynikajici urovni,
stanovené cile dizertadni prace byly beze zbytku naplnény.
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Prace je napsand piehledné a velmi isporné, bez zbyte¢nych podrobnosti. Jednotlivé ¢asti
na sebe logicky navazuji, jazykova troveri prace je vybornd, nepodafilo se mi najit Zadné
gramatické chyby. Jedinym pfeklepem je uvedeni makrocytézy misto mikrocytdzy

v popisu pfipadu pacientky na str. 56.

Vysledky a pfinos prace

Autorka se ramci kolektivu Centru vysoce specializované péce pro dospélé pacienty a déti
se vzacnymi vrozenymi a ziskanymi poruchami krvetvorby podilela vyznamnym
zpusobem na dosazeni nasledujicich vysledki:

1. Popis vyskytu jednotlivych hemoglobinopatii a talasemii v ceské a slovenské populaci.
V tomto pfipadé autofi doplnili a rozsifili poznatky ziskané pfedchozimi studiemi.
Prokazali naptiklad, Ze alfa-talasemie nejsou v Ceské republice tak vyjimeené, jak se
doposud pfedpokladalo a upfesnili frekvenci vyskytu nékterych hemoglobinopatii, jejichz
zastoupeni bylo v minulosti mylné interpretovano.

2. Prioritni popis nového mechanizmu vedoucimu k beta-talasemii (unikatni inzerce
transkripéné aktivniho retrotranspozonu LINE 1 do 2. intronu genu pro beta-fetézec
hemoglobinu).

3. Prikaz mechanizmu, jenZ u pacientd s talasemii chybné lécenych preparaty Zeleza vede
k relativné vys$s$imu riziku pfetiZeni organizmu Zelezem.

Vyznam dizertace pro obor Lékatska biologie

Pted ne tak dlouhou dobou se v Ceské republice vyskyt hemoglobinopatii a talasemii
nepfedpoklédal, pacienti s mikrocytézou byli dlouhodobé zbytecné léceni preparaty
Yeleza. K potvrzeni, Ze tomu tak neni, pfispél zejména profesor Indrak se spolupracovniky
z Olomouce. Pani doktorka Divoka svym podilem na praci olomouckého centra pro
vzécné poruchy krvetvorby a ve své dizertacni praci prohloubila a rozsitila dfive dosazené
znalosti: upfesnila nase poznatky o vyskytu hemoglobinopatii a talasemii v nasi republice
a pomohla objevit novy mechanizmus vzniku talasemie, coZ ma pro obor Lékafské
biologie zésadni vyznam.

Na autorku mam nasledujici otazky:

1. Setkala jste se s pozadavky na prenatdlni diagnostiku talasemii nebo hemoglobinopatii?
Jaky je v téchto pfipadech prakticky postup pfi vySeteni?

2.V soucasné dobé jsme svédky zavadéni novych molekularné-biologickych metod. Jaky
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bude podle Vas jejich vyznam v praktické diagnostice hemoglobinopatii a talasemii?

3. Jednim z prioritnich vysledki Vasi prace byl popis nového mechanizmu vedoucimu ke
vzniku talasemie. Jaka je Sance, Ze v budoucnu budou popsény jesté jiné mechanizmy
vzniku tohoto onemocnéni? Jaké dalsi mozné genetické aberace byste v této souvislosti
ocekavala?

Zavér:

RNDr. Martina Divoka, ktera se vyznamnym zptisobem podili na ¢innosti olomouckého
Centra vysoce specializované péce pro dospélé pacienty a déti se vzacnymi vrozenymi a
ziskanymi poruchami krvetvorby, ve své dizertacni praci prokazala hlubokou znalost
feSené problematiky a schopnost koncepéni vyzkumné prace. Podafilo se ji dosahnout
v8ech vytycenych cilti a podstatnym zptisobem tak rozsifit dosavadni znalosti o vyskytu a
zastoupeni jednotlivych hemoglobinopatii a talasemii v Ceské republice a na Slovensku.
Vysledky molekuldrné-genetickych vySetfeni dokazala adekvatné interpretovat, coz mélo
v jednotlivych pfipadech kli¢ovy vyznam pro stanoveni spravné diagnozy a tim i pro
spravny management pacientti. Zptisob hodnoceni dosaZenych vysledkii, formulace
ziskanych zavért i jejich diskuse svéd¢i v plné mife o odborné zpusobilosti a védecké
zralosti autorky.

Vzhledem k vySeuvedenému doporucuji v souladu s ustanovenim § 72 Zakona o
vysokych skolach ¢. 111/1998 Sb., aby dizerta¢ni prace RNDr. Martiny Divoké byla
predlozena k obhajobé a p¥i ispésné obhajobé byla autorce udélena védecka hodnost
Ph.D.

V Olomouci 14. ¢ervence 2016.
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