Oponentsky posudek na diserta¢ni praci RNDr. Marcely Vedralové

,,Nékteré molekuldrni mechanismy kalcium-fosfatového metabolismu u diabetu mellitu®

Diserta¢ni prace RNDr. Marcely Vedralové byla vypracovéana v ramci doktorského
studijniho programu Molekularni biologie, genetika a virologie na 3. I¢kafské fakulté
Univerzity Karlovy. Hodnocena vyzkumna prace ma celkem 98 stran a 18 stran dvou ptiloh,
jeji odborna struktura a edi¢ni uspofadani jsou v souladu s pozadavky na kvalitu a edi¢ni
strukturu doktorskych diserta¢nich praci na Univerzit€ Karlove.

Uvodni kapitola (Literarni piehled, str. 14—42) je veobecnym referatem o
epidemiologii, klasifikaci, diagnostice a komplikacich diabetu mellitu (DM) a déle je
s ohledem na téma disertace zaméfena na vyklad podstatnych funkci a poruch metabolismu
vapniku a fosfatu pii DM. Tento literarni piehled je systematicky uspofadén, racionalné
stylizovan a zejména vhodn¢ zduraziuje (pro autorkou provadéné vyzkumy) nezbytné
vybrané aspekty dosud publikovanych poznatki 0 DM. Pomérné zavaznym edi¢nim
nedostatkem je vSak okolnost, Ze v ivodu této disertaéni prace zcela chybi kapitola se
struénym vysvétlenim podstaty tématického okruhu, odborné zdtvodnéni vybéru specifického
tématu a cild vyzkumu. Druha ¢ast kapitoly ,,Literarni prehled* (cca od str. 23) sice k tomuto
zdtivodnéni koncepéné sméfuje (s jasnym vyjadfenim az na str. 40—41), vySe uvedené
definice vyzkumnych témat by vSak mély byt zdlirazn€ny jest€ pred Kapitolou, ktera se
zabyva pomé&rné rozsahlym literarnim piehledem poznatkd o DM. Cile prevazné
experimentalni prace jsou shrnuty ve 2. kapitole na str. 43, a to pouze v podobé stru¢ného
sdéleni o pomérné rozsahlém vyzkumném projektu.

Struénost je také charakteristickym rysem 3. kapitoly (str. 44-54) o pouzivaném
materialu, poé¢itatovych programech, vzorcich pacientii a sledu pracovnich postupl. Nejen
u této metodologické kapitoly, ale pro celou diserta¢ni praci je vhodné zdiraznit schopnost
autorky vystizné a stylisticky korektn& popsat prubéh, vysledky vyzkumi a jejich Sirsi
odborny kontext. Navic je tiskovych pieklept (napf. str.46 / stied: ,,pfedstavovana®; str. 76 / f.
7 shora: ,,polymorfizmu‘) a podobnych nedopatieni (napf. pro¢ se na str. 47 opakuji dvé
stejné véty na konci podkapitol 3.4.2 a 3.4.3; $patné ¢itelné jsou Cernobilé obrazky 9 az 12; na
titulni stran¢ disertace chybi jméno autorky) velmi malo.

Hlavni vysledky diserta¢ni prace jsou uvedeny ve 4. kapitole (str. 55-67) a v §irSim
odborném kontextu jsou precizné diskutovany v 5. kapitole (str. 68—75). Zavére¢na kapitola
na str. 76 je pouze velmi stru¢nym souhrnem vysledkd vyzkumu. V tivodnim odstavci Zavéru

by bylo vhodn¢ zdiraznit tak¢ tvaréi cile prace (jak jsou napf. uvedeny v Abstraktu na str. 5)



a piipadng naznacit — zde nebo jiz v diskuzi — konkrétni zaméry pii pokracovani dosud

provedenych vyzkumu molekularnich mechanizmi metabolismu u DM.

Vyzkumné cile hodnocené disertani prace (definované na str. 43) byly nesporné
dosazeny.

Komplexnim vyzkumem bylo systematicky zji§tovano, do jaké miry polymorfizmy v genech

pro receptor vitaminu D (VDR), parathormonu (PTH) a kalcium sensitivniho receptoru

(CASR) jsou spojeny s rizikem rozvoje DM a jeho ledvinovych komplikaci. Proteinove

produkty t&chto genli vyznamné ovliviiuji kalcium-fosfatovy metabolismus a podileji se tedy

jak na patogenezi DM, tak na poskozeni ledvin. Autorka disertatni prace uvadi zejména
nésledujici pozitivni, resp. statisticky vyznamna zjisténi a specifické poznatky dosazen¢
experimentalnimi vyzkumy v ramci tohoto projektu:

- polymorfizmus Fokl genu VDR je rizikovy pro rozvoj DM 1. typu a diabetické nefropatie;
(alela F je predispoziéni pro rozvoj diabetické nefropatie); d4 se usoudit, Ze alely F, Ba D
jsou také predispozi¢ni pro rozvoj diabetické retinopatie?

- polymorfizmus BstBI genu PTH je predispozi¢ni pro rozvoj diabetické nefropatie;

(alela B je predispozi¢ni pro rozvoj diabetické nefropatie);

- polymorfizmus Drall genu PTH je predispozi¢ni pro rozvoj DM a jeho ledvinovych
komplikaci; (alela D je predispozi¢ni pro rozvoj DM a jeho ledvinovych komplikaci);

- haplotyp BBFFAATt genu VDR je u pacientu s diabetickou nefropatii zastoupen Castéji,
nez u zdravé kontrolni skupiny osob;

- haplotyp BhFFAaTt genu VDR je predispoziéni pro rozvoj diabetické neuropatie a
u pacient s DM 2. typu je zastoupen ¢ast&ji, nez u zdravé kontrolni skupiny osob;

- haplotyp bbDd genu PTH ma projektivni u¢inek pied rozvojem diabetické neuropatie a DM;

- haplotyp BBDD je pravdépodobné predispoziénim faktorem pro rozvoj diabetické
neuropatic a DM; (haplotyp BBDD tedy nelze vyuzit v prediktivni diagnostice rozvoje
ledvinovych komplikaci u DM);

- polymorfizmus rs3804594 genu CASR je rizikovym faktorem pro rozvoj DM, jeho
ledvinovych komplikaci, ale pravdépodobné i nediabetického selhani ledvin;

- polymorfizmus rs7652589 genu CASR je predispozi¢ni pro rozvoj DM 1. typu.

Dosazené vysledky vyzkumu jsou zaloZeny na interpretaci pomérné robustniho
souboru analytickych udaji a jejich statistického zpracovani (srv. zejména kap. 4). Kvalita
ziskavani nezbytnych udajl a systémového usporadani datovych souborii je podmin€na
dtislednym mezioborovym a koncepéné promyslenym metodologickym pfistupem

k provedené vyzkumné praci. Z nezbytn€ pravdépodobnostniho charakteru zvolenych



statistickych metod vyplyva rozmanitost vypovédni hodnoty (vyznamnosti) dil¢ich zjiSténi a
jejich diskutované genetické interpretace. V piehlednych tabulkach 15 az 19 jsou prevazné
prezentovany pouze statisticky vyznamné korelace a tabulky s ostatnimi statistickymi udaji
a/nebo kombinacemi genotypu, atd. nebyly do této &asti prace zatazovany (autorka zmifluje
na str. 59 ,,z diivodi piehlednosti). Zvefejnéni statisticky mén¢€ vyznamnych (neprikaznych
etc.) mohou viak byt také zajimavym podkladovym materialem. Tuto skute¢nost o datovych
souborech Ize velmi dobie dokumentovat na piikladu prehlednych tabulek 20 az 25 a také
obrazka v kapitole 4.2, ktera se zabyva celkovou analyzou zjisténych udaji o genotypizaci
polymorfizmii genu CASR.

Zv14stni pozornost si zasluhuje kapitola ,,.Diskuze* (str. 68-75), v niz jsou korektné
vyhodnocovany statistické vysledky a dil&i interpretace provedenych genotypizaci
polymorfizm@ VDR, PTH a CASR, sousttedéné zejména v kap. 4 a obou ptilohach prace.
Tato zasvécend diskuze dokumentuje sloZitost vyuzivani biologickych (v uzsim slova smyslu
pak genetickych) piistupii a zakonitosti v experimentalnim a klinickém I¢kafstvi. Zakladnim
rysem tohoto mezioborového piistupu k feseni zvolené problematiky je totiZ duisledna
integrace znalosti nékolika specializaci ve viech etapach vyzkumné prace, napf. tedy
od vybéru zakladnich parametrii (véetn& stanoveni po¢ate¢nich podminek a kli€ovych
proménnych veli¢in) pies analytické a interpretacni etapy viceoborovych vyzkumu az
k identifikaci klinicky nesporné signifikantnich predispozi¢nich a rizikovych faktora u
sledovanych onemocnéni.

Metodologické a interpreta¢ni limity provedeného vyzkumu jsou v diskuzi vystizné
popsény. Poruchy metabolizmu glukdzy, vapniku a fosfatu u DM jsou soucasti komplexniho
charakteru tohoto onemocnéni. Interpretace genetickych analyz jsou (nejen) z tohoto divodu
pomérné obtizné a vyZaduji proto disledné korelace s dal$imi studiemi v celosvétovém
méfitku. V diskuzi disertaéni prace je provedeno porovnani vysledkd provedenych vyzkumi
s dosud publikovanymi poznatky v odborné literatufe, véetné strucnych, avsak z vyzkumného
hlediska podnétnych komentaft. Pozoruhodna je v tomto ohledu napt. ivaha o moznych
ditvodech a interpretaci faktu, Ze u kontrolni skupiny zdravych pacienti nebyl nalezen zadny
CC genotyp (viz str. 71). Diskusni podkapitola ,.Kalciové a kaliové kanaly v sekreci
inzulinu* (str. 72—75), ktera se zabyvé zejména genetickymi aspekty variabilni dynamiky
metabolickych procest glukézy, drasliku a vapniku ve vztahu ke vzniku a rozvoji DM, je
zaloZena na vyhodnoceni poznatku ¢etnych citovanych praci.

Z popsanych odbornych aspekti komplexné pojaté diskuze vyplyva oponentni otazka

pro autorku, a to pri obhajob¢ disertace podrobné&ji vysvetlit, jak se hlavni vyzkumné vysledky



této prace uplatiiuji nebo mohou uplatnit pfi optimalizaci prevence, diagnostiky a lécby DM
v klinické praxi a s timto onemocnénim spojenych zavaznych komplikaci.

Literatura (217 polozek, str. 77-97) je zpracovana velmi peclivé, pouze neni zfejmé,
pro¢ jsou publikované prace v seznamu literatury ¢islovany, kdyz jsou citace praci v textu této
disertace uvadény vyhradng jménem autorti a rokem vydani publikaci?

Piilohami hodnocené disertace jsou dva reprinty odbornych ¢lankd, které byly
publikovany v ¢asopisu ,,Kidney and Blood Pressure Research™ (2012 a 2014, v obou
ptipadech se jedna o tym Sesti autorli, véetné M. Vedralové), a to s podstatnym vztahem
k tématu a vysledk@im této prace — viz zejména jeji kap. 4. 1 a 4. 2. V priib&hu obhajoby
disertace bude tedy vhodné upfesnit vlastni tviiréi podil M. Vedralové na vyzkumnych

vysledcich odborného tymu, jehoZ pracovnici jsou jmenovité uvedeni v obou piilohéach.
Hodnocenou disertaéni praci RNDr. Marcely Vedralové doporucuji k obhajobé

v oboru Molekularni biologie, genetika a virologie na 3. 1ékarské fakulté Univerzity

Karlovy.
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