Oponentsky posudek disertacni prace Ing. Terezy Fenclové

,Prirozené inhibitory koagulacnich faktord, jejich uloha v prevenci trombdzy a v procesech imunitni
odpovédi, angiogeneze a karcinogeneze”

Predkladand disertacni prace Ing. Terezy Fenclové se zabyva z klinického pohledu velmi
zajimavym tématem — studiem inhibitor koagulacnich faktor(i, primarné proteinu S.
Problematika koagulace, jeji prlbéh, regulace a inhibice je velmi slozZita, vztahy mezi
jednotlivymi ucastniky koagulacnich proces( ovliviiuje nespocet dalSich faktord a mnohé
v této oblasti je doposud malo probadané. Mezi ty méné probadané patfi také protein S, jimz
se disertacni prace primarné zabyva. Téma je z mého pohledu aktudlni a pouZité metody jako
molekuldarné genetické, tak biochemické jsou adekvatni provadénému vyzkumu. Disertacni
prace ma jasné stanovené cile, které byly splnény. Ne Uplné jasné jsou formulovany védecké
hypotézy, coz vsak nijak nesniZzuje kvalitu predklddané disertacni prace, neb jednim z cild
doktorského studia je naucit se védecké hypotézy vytvaret a potvrzovat ¢i vyvracet.

Ing. Fenclova se soustfedila na splnéni nadefinovanych cili. Pomoci metod molekuldrné
genetickych (Sangerovo sekvenovani, MLPA) analyzovala vzorky DNA vybranych pacientl a
nalezla u nich kauzalni mutace v genu PROS1 - 34 rlGznych mutaci, z nichZ 15 nebylo dosud
popsdno a u tfi pacientl byla nalezena metodou MLPA delece. Disertantka vSechny nové
mutace podrobila analyze pomoci predikénich sw pro zjisténi potencialni patogenity — i pres
velky rozvoj Al v posledni dobé, Ize tento nastroj pouzivat pouze jako pomucku, vidy je nutné
sledovat anamnézu a dalsi méfitelné parametry pfimo u daného jedince, abychom mohli
predikovat, zda nékterd mutace bude u pacienta zpUlsobovat klinické obtize. Mezi predikénimi
sw existuji velké rozdily a u nékterych mutacije jejich predikéni schopnost srovnatelna s hodem
kostkou. Zde bych rad Ing. Fenclové polozil prvni dotaz: UvaZujete do budoucna provadét
podrobnéjsi biochemickou charakterizaci mutantnich PS, napf. pomoci hmotnostni
spektrometrie? V diskuzi se snaZite predikovat chovani mutaci pouze na zakladé genetickych
dat, predikénich sw a klinickych projevi, popft. podobnosti s jiz publikovanymi zdménami. Na
str. 61 piSete, Ze: ,,Mutace p.Ala525Thr vnasi polarni hydrofilni zbytek na misto hydrofobniho,
ma tedy potencidl narusit strukturu této oblasti. Vzhledem k velmi nizkym hladindm PS
pacienta tato mutace pravdépodobné zplsobuje poruchu struktury, kterad vyusti v degradaci
proteinu.” Toto tvrzeni by Slo velmi dobfe podpofit Ci vyvratit pravé pomoci proteomické
analyzy v budoucnu.

Disertantka se dale zabyvala studiem vlivu polohy mutace v PROS1 na riziko trombdzy. Pomoci
multivariantni regresni analyzy bylo prokazano, ze poloha mutaci v SHBG-like oblasti (sexualni
hormony vazajici globulin) PS byla nezdvislym rizikovym faktorem pro trombdzu, pacienti v
SHBG skupiné méli také nizsi aktivitu proteinu S a trombdza se u téchto pacientl objevovala v
mladsim véku. Vysledky této studie jsou detailnéji uvedeny v publikaci Ing. Fenclové z roku
2023. Zde mam druhy dotaz na Ing. Fenclovou: Byly v ramci této studie analyzovany i jiné
protrombotické faktory kromé FVL? Jakym zpUsobem byly dalsi potencialné protrombotické
vlivy vylouceny?

Disertantka také sledovala vliv aktivni hematologické malignity na aktivitu PS se zjisténim, Ze
nejvyssi zastoupeni pacientd s izolovanou patologickou PS aktivitou bylo ve skupiné pacientt
s akutni myelomonocytickou leukemii (37,5 %). Disertantka v diskuzi také nabizi hypotézu proc
tomu tak je, nicméné nijak ji dale nerozvadi (TAM receptory). Nyni bych si dovolil polozit treti
dotaz: Planujete do budoucna experimenty potvrzujici vasi hypotézu, Ze snizena aktivita PS ve
vasi kohorté pacientll s diagnézou C925 je zdvisld na aktivité TAM receptorl? Jak si



vysvétlujete, Ze ne u vSech pacientl s diagnézou C925 je snizend aktivita PS, pokud je vase
hypotéza spravna?

V posledni ¢asti prace se disertantka vénuje studiu vlivu mraZeni na stabilitu PS pfi skladovani
plazmy, coz je velmi dulleZité v preanalytické fazi vySetfeni, nebot kvalita vzorku
v hemostazeologii je krucidlni. Byla prokdzana dostatecnd stabilita vSech sledovanych
parametr( véetné proteinu S, pokud byly uchovavany alespon pfi -80 °C a zmraZeni probihalo
Sokové.

Disertacni prace je velmi ctivd, sepsand srozumitelné, jednotlivé pasaze na sebe logicky
navazuji. Z formalnich vytek bych snad uved| pouze par drobnych gramatickych chyb, napf. na
str. 36 ,,V analyze bylo zjisténo, Ze se mezi danymi skupindch onemocnéni...“ Z odborného
hlediska bych zde zminil jednu formulacni nepfesnost na str. 17: ,Vazba endogennich (nebo
exogennich) heparinl na vazebné misto heparinu na AT vyvold konformacni zménu, ¢imz jej
»aktivuje” a urychli jeho inaktivaci sraZecich faktort 1000 az 4000krat.” Pojmy srazeci, srazeni,
srazenina jsou sice hojné mezi lékafi a laiky pouZivany, nicméné z podstaty déjl, které
v koagulaci sledujeme, je potfeba se jim vyvarovat — béhem koagulace nevznikd amorfni
srazenina, coz pojem srazeci faktor evokuje.

Seznam literatury je velmi peclivé zpracovan. Ing. Fenclova je prvni autorkou dvou publikaci,
v nichZ prezentuje vysledky svého védeckého badani a je tedy zcela zfejmé, Ze disertacni prace
prindsi pavodni védecké vysledky.

Zavérem bych mél ovsem velkou vytku, ktera neni ale primarné smérovana k disertantce. Jde
0 ndazev prace a jeji nasledny obsah. Ndzev prace zni: ,Pfirozené inhibitory koagulacnich
faktord, jejich uloha v prevenci trombdzy a v procesech imunitni odpovédi, angiogeneze a
karcinogeneze” Ctenar vak vidi vysledky pouze pro protein S. V praci nebyla vilbec studovédna
uloha inhibitor koagulacnich faktord v procesech imunitni odpovédi, angiogeneze a
karcinogeneze. Byla studovana aktivita PS u aktivnich hematologickych malignit, nikoliv jeho
vliv na karcinogenezi. Tato ¢ast prace, avizovand ndzvem préce, je pouze teoreticky popsdna
v teoretické ¢asti ve 3 odstavcich. Nazev préce Ize v prlbéhu studia ménit, proto doporucuji
do budoucna, aby byl nazev prace aktualizovan podle toho, jak se doktorské studium vyviji a
kam disertaéni prace sméruje. Ani tento nedostatek vSak dle mého nazoru nesniiuje
obsahovou kvalitu prace.

PredloZena prace posouva obor hematologie kupfedu, jsou zde prezentovdny nové vysledky,
které doposud Zadna jina skupina zabyvajici se studiem proteinu S nepublikovala a pfinasi
celosvétové vyznamné vysledky pro dalsi rozvoj védeckého poznani v hematologii. Vysledky
jsou dobre aplikovatelné vpraxi — predevSim vysledky studia stability vzorkd pro
preanalytickou fazi, ¢i sledovani hladiny PS u hematologickych malignit.

Zavér: Disertacni praci Ing. Terezy Fenclové hodnotim jako kvalitni a dle mého ndzoru prace
jednoznacné splnuje pozadavky kladené na dizertacni prace. Pfinasi plvodni védecké vysledky,
které jiz také byly autorkou publikovany. Diserta¢ni prace prokazuje predpoklady autora k
samostatné tvorivé védecké praci a k udéleni titulu ,Ph.D.” za jménem. Disertacni praci
doporucuji k obhajobé.
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