Oponentsky posudek k disertaéni praci MUDr. Anny GERMANOVE "Geneticka
predispozice a nové biochemické markery u vybranych stavl v porodnictvi"
vypracované na 1. LF UK v Praze vroce 2014,

Dizertaéni prace k ziskdni hodnosti Ph.D. v oboru biochemie a patobiochemie pfedloiend
MUDY. Annou Germanovou 2 Ustavu lékafské biochemie a laboratornf diagnostiky 1, 1ékafské fakulty
Univerzity Karlovy v Praze mé rozsah 124 stran viastniho textu a obsahuje 23 obrézk(, 24 tabulek a 3
origindinf prace tykajic se dané problematiky, které byly zvefejnény v impaktovanych tasopisech se
souhrnnym impakt faktorem 5.196. Celkové byla MUDr. A. Germanova prvnim autorem ve 4
imapktovanych &lancich, spoluautorem v dalsich 7 impaktovanych Elancich, a spoluautorem ve 2
nelmpaktovanych publikacich. Souhrnny IF ma v jejim pFipad® hodnotu 19.621. V literdrnim pfehledu
této prace bylo citovdno 228 praci.

Ve svém posudku jsem se zam&Fil vzhledem ke své specializaci v oboru biochemie pfedeviim
na problematiku biomarker(l v é¢bé a diagnostice ¥en s patofyziologickym prib&hem t&hotenstvi,
genetickou problematiku jsem sledoval jen okrajové.

Cllem predkladané price je vyzkum polymorfismu receptoru pro koncové produkty pokroilé
glykace {RAGE) a polymorfismu detoxikaéntho enzymu glyosalasy 1 spolu s vyzkumem zmén
koncentraci rozpustné formy receptoru pro koncové produkty pokrodilé glykace {SRAGE) v cirkulaci
v souvislosti s fyziologickym a patofyziologickym pribshem t&hotenstvi, které je obecné doprovazeno
zvysenym oxidaénim stresem. Ten mize vést k biosyntéze heterogenni smési reaktivnich létek
oznatovanych jake koncové produkty pokrotilé glykace (AGEs), které vznikajf v disledku fady reakcl,
mezi které patil | neenzymaticka glykace protein{, lipidd a Jejich oxidace, na které se pod(lf kromé
jiného 1 superoxidovy anion. Vysledkem je vznik peroxid( a v ddsledku névazné Fentonovy nebo
Haber-Welssovy reakce i tvorba zvidité nebezpeénych hydroxylovych radikatd. AGEs mohou
poikozovat thkaft piimo zm&nou jeji integrity v dasledku fyzikdiné-chemickych interakel, vysledkem je
vznik mikrozanét, nebo nepfimo interakci's RAGE, jehoi aktivace vede k prohlouben/ negativnich
UEink( oxidagniho stresu, k vyvoldni zanétl a proliferativnich zmén souvisejicich s poskozenim tkané.
Z hlediska efiminace negativnich G¢inkd oxidaéniho stresu je vyskyt pouze extracetuldrni smytky
RAGE, tzv. rozpustny sRAGE, pfiznivy, protofe je schopny blokovat G€inky produktl pokrotilé glykace
tim, e se na né vaie a zabrafuje tak | Jelich interakci s RAGE. Podobné piiznivé je i plsobeni
glyoxalasy 1, detoxifikaéniho enzymu obsahujicitio zinek, jeho¥ substratem jsou prekursory AGEs
typu glyoxalu a methylglyoxalu. SniZend aktivita tohoto enzymu vede ke zvySené koncentraci AGEs.
AGEs a RAGE jsou souéasti patofyziologickych proces( u fady chronickych onemocnéni
s prozén&tlivymi a trombogennimi utinky, fako Je diabetes mellitus a jeho komplikace, rozvoj
aterosklerdzy, hypertense, kardiovaskuldrnl, chronické ledvinové, autoimunitni nebo
neurodegenerativnl onemocnéni, pifpadné | malignita a vyvoj metastdz.

Vyznam predkladané prace spolivé ve vyzkumu sRAGE jako pfipadného biochemického
markeru patologického priib&hu t&hotenstvl a ve vyzkumu genetickych zmén u RAGE a glyoxalasy 1,
které by mohly vysv&tlit a pfipadné i predikovat patofyziologicky pritbéh téhotenstvi a pfispét tak k
jeho zdarnému priibéhu s vysokou mirou eliminace negativnich Jevd, které t&hotenstvi mohou
doprovézet v dasledku 2vygeného oxidaéniho stresu, Vyzkum tykajici se RAGE a sSRAGE v souvislosti
s t&hotenstvim je relativa novy, prvni publikace na toto téma byly uvefejnény v roce 2003,
giyoxalasa 1 v tomto sméru je$té podrobné studovéna nebyla.

Cllem prace bylo objasnit Glohu RAGE, sSRAGE a glyoxalasy 1 ve fyziologickém i
patofyziologickém pribéhu t8hotenstv! v souvislosti s oxidaénim stresem a mikrozanéty, které jsou
pro tento stav pacientek typické.

Autorka dikladné zpracovala zadané téma a v praci jsou uvedeny podrobné biochemické i
genetickd poznatky o povaze RAGE a jeho Gtincich, diskutujf se zde jeho interakce s riiznymi ligandy a
je Siroce diskutovéna rozpustnd forma RAGE (sRAGE), zpUsob jejfho vzniku a mechanismus jejiho
piisobeni. Podobna pozornost je vénovana i glyoxalase 1, Popsan je rovnéi vznik a povaha AGEs, |
kdy? vyzkum v tomto sméru je$té neni ukonéen. Podrobné jsou probirdny i pfiiny patologického




pribéhu tdhotenstvi v souvislosti s pfedéasnym porodem, pfidemi jenv Ceské republice je timto
stavem ohro¥eno 7 % t&hotnych fen. Diskutovany jsou hypertensni poruch v téhotenstvl, gestagni
hypertense a preeklampsie, intrahepatickd cholestdza téhotnych a intrauterinni ristova restrikce
piodu

Vyzkum uvedeny v predkladané praci byl rozséhly a byl provédén na skupiné 120 zdravych
t&hotnych fen s fyziologickym prib&hem t&hotenstvi a 24 zdravych netéhotnych Zen (kontroly), u 99
téhotnych pacientek se symptomy predéasného porodu, 2 nichZ 75 pfediasné porodilo do 24 hodin
po ndbéru krve, na skuping 35 t&hotnych Zen trpicich preeklampsif, u 22 pacientek s intrauterinni
rGistovou restrikef plodu a u 14 t&hotnych pacientek trpicich intrahepatickou cholestdzou. Metodika
vyzkumu je v préci detailné popsana jak u imunoanalytickych a biochemickych stanoveni, tak i v rdmci
genetickych analyz.

Z vysledki vyplyvd, Ze koncentrace sRAGE se pti fyziologickém priibéhu téhotenstvi
podstatné (statisticky vyznamnd) sni#l (pfibliZné o 60 %) v porovnéni s net&hotnymi zdravymi Zenami,
hizkych hodnot je dosaleno jiZ v 1. trimestru, ve 2. trimestru dochdzi k statisticky vyznamnému
hérustu koncentrace sRAGE o pFiblizné 30 % v disledku kompenza&nich mechanismi adaptace na
zvySeny oxidaén/ stres, ve 3. trimestru se hladina sSRAGE snizuje na urovefi 1. trimestru
pravdépodobnd v distedku prozénétlivych procesl spojenych s porodem. Koncentrace sRAGE byla u
en s ndbérem krve tésné pFed probéhiym pFedéasnym porodem statisticky vyznamné snifena
v porovnan( s enami, u kterych k pfed®asnému porodu nedoslo. Naproti tormu u Zen irplcich
preeklampsii byla hodnota sRAGE statisticky vyznamné vy3$3f v porovnani s téhotnymi zdravymi
senami ve viech trimestrech, mechanismus vzniku tohoto zvy$enf ale neni zném. Koncentrace sRAGE
u fen s intrauterinni riistovou restrikef plodu a s intrahepatickou cholestdzou se statisticky vyznamné
nelidila v porovnani se skupinou zdravych t&hotnych Zen. Nebyla nalezena Zadna asociace mezi
polymorfismem RAGE nebo glyoxalasy 1 a koncentracl SRAGE v cirkulaci.

K praci mam tyto dotazy a pFipominky:

Préce je psana v anglickém jazyku, graficky i stylové je zdafild, vyborné upravend, na jeji
kvalité ji neubira ani nékolik drobnych nejasnosti, které jsem nalezl.

Od autora bych se rad dovédél:
1) Jak probiha metabolismus SRAGE. Mie se v priib&hu jeho eliminace uvolnit vazba ligandd
{pfedeviim AGEs), které by se tak mohly vratit do cirkulace?
2) Jaké mate zkudenosti s Imunoanalytickym stanovenfm sRAGE? Byla z praktického hlediska
spravnost imunometrického ELISA stanoveni sRAGE dostadujicl ve smyslu pravdivosti a pfesnosti
analyzy?

Zavér

Predlofend prace se zabyva vysoce aktudinimi problémy spojenymi s patofyziologickym
pribé&hem porodu. Lep¥f porozuméni mechanismi spojenych s fyziologickym | patofyziologickym
priib&hem porodu mie podstatné zlepéit zdravotni péi v porodnictvi a zamezit tak pfipadnym
ztrdtam na Zivotd jak matek, tak i jejich plodd, Zm&ny sRAGE v cirkulaci by mohly byt prediktorem
patofyziologického priib&hu t&hotenstvi ve smyslu nebezpeéi pfedéasného porodu nebo vzniku
preekiampsie, vyzkum v tomto sméru by mél déle pokratovat, Disertatnl préce pojednava o
aktudinim tématu, spinila vytené ciie, poutila adekvétni metody a pfinasi nové poznatky v oblasti
porodnictvi, ale i klinické biochemie.

Autorka ptedklddané disertaénf préce MUDr. Anna Germanova prokdzala schopnost a
pfipravenost k samostatné ¢innosti v oblasti vyzkumu a vyvoje a spinila tak poZadavKky a podminky
kladené na diserta&ni préci podle zdkona & 111/1998 Sb, Doporuuji prote piedloZenou disertaini
préci piijmout jako podklad k udéleni titulu Ph.D. v oboru biochemie a patobiochemie.
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