MUDr. Ales Tomek piedlozil k obhajobé svoji doktorskou dizertaéni praci programu
Molekuldrni a bunécna biologie, genetika a virologie nazvanou "Farmakogenetika
warfarinu".

Uvod

Kandidat predklada praci na velmi aktualni téma s velkym klinickym dosahem. Ptes tuto
z&vaznost jsem jako recenzent praci docetl se smiSenymi pocity. Dizertace je zaloZena na
mezinarodnich publikacich relativné nizkého dosahu, pti¢emz kandidat je spoluautorem
nékolika jinych recentnich sdéleni na jina témata; tato dalsi sdéleni, mohu-li soudit dle
abstrakt a ¢asopist, kde vysly, maji potencidlné velky klinicky dopad. Pfedkladana dizerta¢ni
prace se mi jevi jako zakonceni urcité kapitoly ve vyzkumné ¢innosti kandidata, pti¢emz si
nejsem zcela jist, Ze této dizertaci byla vénovana takova pozornost, jaka byva jinak dizertacim
vénovana.

Komentat publikovanych praci

Kandidat opira svou dizertaci o tfi prace vyslé v ¢asopisech se zndmym faktorem impaktu a
dale o n€kolik praci v lokalnim medicinském tisku. Zde jsou jak prace v ¢asopise
indexovaném MEDLINE (Vnitrni [ékarstvi), tak prace v ¢asopisech, které nejsou ani
indexované ani nejsou v seznamu RIV "Seznam recenzovanych neimpaktovanych periodik
vydavanych v Ceské republice, aktualizovany v roce 2013" (Causa subita nebo Medicina po
promoci).

Prvé tii prace (s faktorem impaktu) a praci uvetejnénou ve Vauitrnim lékarstvi jsem pozorné
prostudoval, zatimco ostatni jsem nehodnotil, protoze se nejednd dle RIV o Casopisy s
recenznim fizenim - prace tak nejsou pro udéleni titulu PhD relevantni.

1. Tomek A, Mat'oska V, Kolarova T et al: The bleeding risk during warfarin therapy is
associated with the number of variant alleles of CYP2C9 and VKORC1 genes.
Cardiology 2013; 125, 182-191 (impakt faktor 2012: 1,512)

Cil: zhodnotit asociaci variantnich genotyptit CYP2C9 a VKORC' s rizikem zavznych
krvéceni (major bleeding events) u kohorty lé¢ené warfarinem.

Pacienti a metody: Byli zahrnuti pacienti tfi oddéleni, retrospektivni kohorta byla vytvoiena
v letech 2007-2012 z téch, kdo ptichazeli k farmakogenetickému vysetfeni na vyse uvedené
geny a spliiovali n¢kolik definovanych kritérii - tato kritéria z 329 pacientti vydélila 194 ¢lent
kohorty. Genotypizace probihala tfemi komeréné dostupnymi soupravami. Neni uvedeno,
ktery marker byl pouzit pro haplotyp A a B genu VKORC. Statistické analyza se jevi
adekvatni, pouzita byla Coxova regrese.

Vysledky: Tabulka 1 uvadi charakteristiku kohorty a univariantni analyzu negenetickych
rozdilii. Popisuje charakter klinického outcome (krvacivé ptihody) a ddvku farmak pii ni. V
tabulce jsou genotypové frekvence dvou studovanych gent a frekvence poc¢tu variantnich
polymorfismi (autofi zameénuji genotyp a haplotyp u genu VKORC1). Pak autofi popisuji
vysledky statistickych modeli. V tabulce 4 uvadéji vysledky jednotlivych ¢lentt v modelech,
kde byla provedena adjustace na signifikantni klinické proménné (nestabilni davka,



amiodaron, hluboka Zilni trombdza a plicni embolie, ischemicka choroba srde¢ni, vék nad 80
let).

Vysledky jsou podany ne zcela tradi¢ni formou, ale jsou ptehledné. Neocekavana je absence
referen¢niho strata, napt. pacientd s 0 variantnimi alelami, ke kterému by bylo mozné
vysledky vztahnout - takto, pokud jsem dobie pochopil, autofi vztahuji napt. genotyp dvou
variantnich alel proti jedinciim, ktefi jej nenesou - ale to jsou pfece nejen ti, kdo maji nula
nebo jeden, ale i ti, kdo maji tfi variantni alely. Tak se zcela ztraci o¢ekavany trend efektu.
Velmi hrubé piepocitani z publikovanych dat napovida (stejné jako pohled na Kaplan-
Meierovu kiivku), ze efekt by mohl byt signifikantni uz u nositeld 2 variantnich alel proti tém,
kdo Z&dnou variantni alelu nenesou. Stejné€ tak by byly kvantifikovatelné rozdily v poctu low-
dose haplotypti VKORC 1. Nekdy i obycejny test pro trend funguje prekvapivé dobre.

Dalsim neoc¢ekavanym faktem je absence formalniho testovani interakei mezi proménnymi -
zv1aste pokud celkové vyznéni ¢lanku predpoklada aditivni model jako nejlepsi.

Diskuse a zavéry: Jevi se pfimétené, dobie reflektuji nalezy v kontextu dostupné literatury.
Prozrazuji dobrou orientaci v dostupné literatufe. Diskuse je velmi dobie vedena k zavéru,
ktery jasn€ obhajuje terapii warfarinem.

Komentar:

Clanek prosel standardnim recenznim fizenim do ¢asopisu se znamym faktorem impaktu, neni
tedy tieba zvlastniho komentare v recenzi dizertace. Pouze nékolik otdzek pro mne zistava
otevienych, vyplyvaji z vyse uvedeného -

a) pro¢ si autofi nezvolili jeden genotyp jako referencni a nevztahuji riziko krvaceni k nému?
b) pro¢ nedoslo k formalnimu testovani interakci?

¢) postradam detailnéjsi charakteristiku, z koho vlastné byla retrospektivni kohorta vytvotena,
chybéjici informace o tom, jaka konkrétni kritéria vhodnosti vytradila 41% retrospektivni
kohorty z analyzy (prvni véta Vysledku).

2. Tomek A, Kolairova T, Martinkova S et al: Piresnost farmakogenetickych algoritmu
pro vypocet denni davky warfarinu. Cesk Slov Neurol N 2013; 76/109(5): 596-602 (IF =
0,37)

Uvod: Autofi seznamuji kratce s warfarinem, shrnuji poznatky o genech CYP2C9 a VKORC1.
Nasledné predstavuji moznosti fizeni terapie warfarinem podle genetického nalezu v téchto
dvou genech, s dirazem na modely predikce davky farmakogenetickymi algoritmy a jejich
strategiemi.

Cilem prace bylo prezentovat genotypové frekvence vyse dvou uvedenych genti a porovnat
presnost a klinicky ptinos dostupnych farmakogenetickych algoritma.

Pacienti a metody: Autofi uvadéji, jak je izolovana DNA a jaké kity jsou pouzity ke
genotypizaci variant CYP2C9*2 a *3 a (VKORC1) -1639A>@G. Pocatecni soubor ¢ital 1972
pacientt, pficemz verifikace presnosti algoritmi se ucastnila data 280 pacientti (14.2%) -
nikde neni uvedeno, co nejcastéji chybélo z klinickych udajii ani kolik pacientl nespliiovalo
kritérium stabilizace na 1é¢bé. Autofi vybrali tii kandidatni algoritmy pro verifikaci a
provedli: a) linedrni regresi a vypodet R* mezi uZivanou a predikovanymi davkami; b)
porovnali pocet pacientd s odchylkou mensi nez 20% predikované davky; zjisténi ptitomnosti



skute¢né davky v pasmu predikovaném pro rozmezi INR 1,7 az 3,3 s pouzitim publikované
korekce, pokud se jedna o vypocet na jiné cilové hodnoty.

Vysledky: Je uvedena piehledna tabulka genotypti celé skupiny a dale podskupiny s
dostupnymi klinickymi daty. Ta jsou shrnuta v tabulce 3 (v této souvislosti - smérodatna
odchylka opravdu neni vhodné vyjadieni disperze dat u extrémné asymetricky rozdélenych
veli¢in, jako je zde délka terapie). Dale autofi uvadéji jako hlavni parametr porovnani
korelagni koeficient R pro dané tii modely. Uvadgji percentudlng, jaké genotypy byly
predavkovany a poddavkovany (>20%) - Skoda, Ze ne v prehlednéjsi tabulkové formé.

Diskuse: Ve strucné diskusi autofi srovnavaji algoritmy a dotykaji se moznych diivodi
rozdilt. Na zavér vyzdvihuji potencialni ptinos genetického vysetteni pro klinickou praxi.

Komentar:

dobré pro hodnoceni vztahu dvou kontinudlnich proménnych, ale po predikénim modelu
chceme néco vice nez linearni vztah mezi predikovanou a skute¢nou hodnotou. Vzdyt’
napiiklad i model, ktery by systematicky a pfesné predikoval pétindsobek potiebné davky
(tedy by byl klinicky smrteln€ nebezpecny a zcela nepouzitelny), by mél korela¢ni koeficient
se skute¢nosti R? = 1,00. Formalni porovnani shody nékolika modeld modelu se skutecnosti
(mimo data ptivodniho vzorku) je mozné, jsou pro to dostupné metody, ale dle mého nazoru je
tfeba angazovani profesionalniho statistika - ten by ve shodé s autory definoval klinicky
vyznamné meze shody (limits of agreement) a sledoval, zda se mira shody méni v rozmezi
relevantnich klinickych prediktorti. To se zjevné nestalo a tim kvalita zavér zna¢né utrpéla.

Kandidat si také moc nerozumi s nomenklaturou polymorfismt. Vysetfovany SNP v genu
VKORC1, 1s9923231, se opravdu historicky jmenuje "-1639 G>A", jak kandidat spravné
uvadi v druhém priloZzeném ¢lanku - tam ale opomene napsat, jakého Ze to genu
polymorfismus je. V dizertaci na stran¢ 35 se nahle objevuje polymorfismus spravného rs
¢isla, ale jmenuje se "1639 G>A" bez znaménka minus, které by prozrazovalo, Ze je to
promotorova varianta. Druh4 historickd nomenklaturni varianta je G3673A. To je pravda, ale
jiz se nikde neuvadi, kde se vzala a co je to za Cislo (jedna se o pofadi nukleotidu v sekvenci
AY587020.1 v GenBank, coz se nikde v dizertaci neobjevuje, jen v ptiloZzeném ¢lanku). Také
si nejsem zcela jist, kde se bere jistota, Ze zrovna rs9923231 je pouzit jako tag pro haplotyp
ttid A nebo B VKORC1 v kitu, ktery pouziva. Pokud to vyrobce neudava, dalo by se to zjistit
pomoci sekvenovanych kontrol nebo plazmida s pfislusnym usekem genu.

3. Tomek A, Matoska V, Eisert C, Serebruany VL: Optimization of anticoagulation with
warfarin for stroke prevention: pharmacogenetic considerations. Am J Ther. 2011
May;18(3):e55-66 (IF 2012 = 1,487).

Z ¢isteé formélniho hlediska by bylo dobré dostat ¢istou verzi odpovidajici tisténému ¢lanku; v
dizertaci je ptedlozena verze, kterda ma vroceni 2010 a nema strankovani, patrné je to
strankovy obtah ke korektufe pfedmétného ¢lanku. Fakticky se nicméné patrné nelisi.

Jedna se o velmi dobie napsany piehledovy ¢lanek bez vlastnich novych vysledkii. Shrnuje
dostupna data o prevenci ischemické cévni mozkové pfihody pomoci warfarinu a
dokumentuje, jak jeho farmakologické vlastnosti komplikuji nastaveni spravné davky.



Rozséhle se vénuje tehdy dostupnym datiim o vlivu polymorfismid CYP2C9 a VKORC1,
okrajové se dotyka dalSich gent.

Autor prokazuje dobry ptehled o literatufe a velmi solidni schopnost shrnuti poznatkti do
dostupné a velmi piehledné formy, zejména s pouzitim obsahlych tabulek. Mnoho z tohoto
review se pak objevuje v ¢eské verzi dizertacni prace, kde je dale rozvedeno. Autor dobie
argumentuje o klinicky relevantnich rozdilech mezi mechanismy ptlisobeni obou gent.
Zminuje prediktivni algoritmy a velmi detailn¢ se vénuje jejich nerandomizovanému i
randomizovanému testovani. Konec préace je vénovan uvaham o efektivité nakladt na
genetické testovani a tomu, Ze do doby sepsani prace nebylo snizeni krvacivych komplikaci
pfi aplikaci genetického testovani u této diagnozy prokazano.

Cléanek je jednoznacnym prikazem, Ze autor umi excelentné kriticky pracovat s literarnimi
zdroji.

4. Dalsi prilohy:

Jako ptiloha 4 je uveden ¢lanek "Farmakogenetické vySetieni a antikoagulacni 1é¢ba
warfarinem" (Medicina po promoci), v ném chybi abstrakt ¢esky i anglicky (misto néj bilé
misto). Clanek neobsahuje vlastni predtim nepublikované udaje. Casopis nepatii mezi
recenzované dle seznamu RIV.

Jako ptiloha 5 je uveden ¢lanek "Vyuziti farmakogenetiky pfi 1écbé warfarinem" (Vnitini
I€karstvi), ktery neobsahuje vlastni vysledky mimo grafu s frekvencemi ¢eskych pacientti
podle poctu alternativnich alel, jedna se o ¢lanek v kategorii "piehledny referat".

Jako ptiloha 6 je uveden ¢lanek "Warfarinizace po kardioembolické cévné mozkové piihode -
komentovana kazuistika" (Causa subita), 2013, ktery je ve skute¢nosti mezi ptilohami
ptiloZen az na poslednim misté a je piiloZen jako rukopis. Casopis nepatii mezi recenzované
dle seznamu RIV.

Jako pftiloha 7 je uveden ¢lanek "Jak a pro¢ viibec 1é¢it warfarinem" (Causa subita), 2012,
ktery jsem nalezl po bloku abstrakt jako rukopis pod ndzvem "Lécba warfarinem - ma stdle
smysl a jak na to? ... nebo ... Jak a proc viibec lécit warfarinem”, coz - predpokladam - je
né&jaké pracovni verze pozd¢ji vyslého ¢lanku, ¢emuz by napovidal nejen variantni nazev, ale i
¢etné chyby v interpunkci nahodile roztrousené po rukopisu, které jsou v on-line verzi jiz
opraveny (http://issuu.com/causa-subita/docs/causa_subita 5 2012 final). Casopis nepatii
mezi recenzované dle seznamu RIV.

Dale jsou jako ptilohy uvedena ¢tyii abstrakta, ktera jsou umisténa v nékolika stranach mezi
vySe uvedenymi piilohami 6 az 7.

Komentar textu dizertaCni prace

Uvod

Autor zavadi pojem farmakogenetiky, udava prehled vyvoje pojmu, piehled geni, které jsou
pro rtizna farmaka vySetfovany. Argumentuje, pro¢ je warfarin dobrym cilem aplikace
farmakogenetiky. Charakterizuje warfarin, piSe o jeho historii, v€etné historickych osob
lécenych warfarinem. Vypocitava klinické indikace warfarinu a pfehledné je uvadi pro nasi



republiku v tabulce. Nasleduje stru¢ny ptehled farmakokinetickych vlastnosti (s uvedenim
genu CYP2C9) a mechanismu uc¢inku (kde je uveden VKORC1). Autor pak ukazuje
nomenklaturu gentl pro monooxygenazy skupiny cytochromu P450.

V tabulce 1.4.1 jsou poprvé uvedeny vyznamné varianty genu CYP2C9 a jejich projevy na
proteinové urovni, dale v tabulkéach jsou uvedeny aktivity variant a orienta¢né i jejich
populaéni frekvence, disledky pro ddvkovani warfarinu a ptislusné citace.

Je ptedstaven gen VKORC1 a mechanismus blokady jeho produktu (vitamin K epoxid
reduktazy) warfarinem. Zminény jsou vzacné bodové mutace. Dale se text zabyva béznymi
polymorfismy genu: ponékud problematicky je vySe uvedeny zmatek autora v ndzvoslovi
téchto variant, nastésti jsou uvadéna rs ¢isla, ¢ili se 1ze v polymorfismech vyznat. Dal§im
nazvoslovnym zmatkem je zdména pojmu haplotyp a genotyp v poslednim odstavci strany 35
a odsud dale po celou dizertaci. V obrazku 1.5.1 (popisek na str. 36, zbytek na stran¢ 37) neni
jasné, ktery SNP je podle Riedera na pozici 6853 (jaké referencni sekvence?) - tim chybi
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uréovatelem.

Dalsi odstavce se zabyvaji geny s mensim efektem na potfebnou davku warfarinu a velmi
presvédcive argumentu;ji proti jejich rutinnimu vysetfovani. Jedna sekce je vénovana
negenetickym faktorim ovliviiujicim davku warfarinu a jejich déleni podle objektivni
kvantifikovatelnosti. Nasleduje piehled interakei s 1é¢ivy, veetné literarnich udaji o diference
v indukovatelnosti jednotlivych variant CYP2C9.

Autor se tim dostava ke klinickému vyuziti genetické informace: zmirnuje dostupné poznatky
o vztahu davky ke genotypu a osvétluje, k cemu se daji geneticka vysetieni pouzit. Zminuje
odlisné strategie vypoctu davky pied nasazenim versus korekce davky podle prvnich vysledki
INR. Autor prokazuje velmi dobrou znalost literatury o dostupnych studiich. V tabulce 1.9.2
na strané 48 a 49 je relativné velmi detailni ptehled dostupnych studii (proc je v poslednim
sloupecku uvedena kazda citace dvakrat?).

Zvlastni pozornost je vénovana detailnimu rozboru dilezitych studii CoumaGen-II, EU-
PACT a COAG, kde je patrny hluboky z4jem a fundované kritické uvazovani kandidata.

Na zéavér literarniho prehledu uvadi kandidat dostupné udaje o odhadu rizika krvaceni béhem
1é¢by warfarinem (tabulka 1.9.3), kterému se pak vénuje v prvni publikaci v pfiloze. V
tabulce by bylo vhodné uvést citace ve standardnim formatu a sjednotit obsah sloupeckt mezi
jednotlivymi studiemi (napt. sloupecek Primérna doba sledovani uvadi nékdy tuto dobu,
jindy i celkovou dobu vseho sledovani, jednou dokonce i pocet krvaceni).

Cile

Cilem bylo zavést a ovéfit klinickou vyuzitelnost farmakogenetiky v 1é¢beé warfarinem a)
selekei nejvyhodnéjsiho algoritmu predikce davky, b) tvorbou vlastniho algoritmu, c) zjisténi
zavislosti vyskytu krvacivych komplikaci na genotypu.

Cile jsou stanoveny jasn¢ a piehledné, jakkoli se do cil uz ¢aste¢né vmisil popis skupin
pacientil.



Metodika

Kapitola zac¢ina velmi kratkou a nedostate¢né informativni sekci o souborech pacientd.
Docteme se o ¢tyfech skupinach, které se "Castecné prekryvaji". Neni jasné, jak byly skupiny
vytvoreny. Pro skupinu 3 a 4 si lze pro tuto informaci dojit do ¢lanku v pfiloze 1, pro skupinu
1 a 2 do ptilohy 2, nicméné hlavni informace chybi: jaké faktory rozhodovaly o tom, zda
budou klinicka data natolik kompletni, aby pacient ze "své" skupiny nevypadl? Neni
kompletnost dat néjak spojena s nékterou ze sledovanych veli¢in - nevnasi se tam takto néjaké
zavazné zkresleni? Na takovou otazku nikdo neodpovida ani v dizertaci, ani v publikovanych
¢lancich. Je-li "odpad" netplnych dat 41% (¢lanek v prvni ptiloze), nebo dokonce 86% (druhy
¢lanek), néco neni v poradku bud’to s inicidlni pfilis Sirokou definici souboru nebo se
vstupnimi kritérii.

Genotypizacni metody jsou standardni. Jedna se o tii kity prodavané firmou Idaho
Technology, plus jejich master mix. Prace témét ml¢i o vlastnim provadéni genetického
testovani; lze jisté predpokladat, ze zvolena metodika spolehlivé funguje. Autor uvadi, ze
HRM analyza byla vybrana z ekonomickych diivodi - mné se po letmém precteni diplomové
prace Mgr. Ml¢ochové (kterd se vyvojem zabyvala v rdmci zminovaného grantu FR-TI 1/399
firm¢& GeneProof) spise zdalo, ze vyvoj probihal zna¢né ztuha a zakoupeni jiz hotového kitu
bylo rozumnou alternativou vlastniho vyvoje. Jakkoli u CYP2C9 je genotypizacni strategie
predvidatelna, u VKORC bych velmi uvital informaci o tom, na zékladé jakého/jakych
jednonukleotidovych polymorfismi je haplotyp stanoven. Pokud je to jen jeden
polymorfismus a nemame data z ¢eské populace, pak by autor mozna mohl déle hovofit nikoli
o haplotypech A a B, ale prave o genotypu jednoho konkrétniho polymorfismu.

Autor nezmifiyje, zda a jak byla provadéna vnitini a externi kontrola genotypizace.

Metoda porovndvani publikovanych algoritmii pomoci korela¢niho koeficientu je podle mého
nazoru nespravna (vice ve stanovisku k druhému publikovanému ¢lanku). Bylo by také
vhodné, aby autor specifikoval vice o porovnani pacientil s odchylkou davky skutecné a
predikované mensi ¢i vétsi nez 20% uzivané davky - nejsem si na prvni pohled z popisu
schopen predstavit pouziti McNemarova testu, coz samoziejmeé nemusi nijak znamenat, Ze by
jeho pouziti nebylo spravné.

Algoritmus budovani linearniho predikéniho modelu i budovani Coxova modelu se jevi jako
adekvatni a standardni, s vyjimkou absence testovani interakénich ¢lenti. Nelze mi nezminit
vyjimecné vysoky pocet chyb (¢arky, shody) na strané 68.

V sekei 3.3.2 autor jaksi oddélené znovu charakterizuje pacienty a cile pro podstudii o
krvacivych komplikacich (publikace v piiloze 1), pti¢emz z textu by mohlo byt jasnéjsi, jak je
studie postavena. Z publikace jsem ziskal dojem, Ze se jednalo o retrospektivni kohortu, zde

najednou vSak se bez dalsi blizsi informace piSe o dvou kohortach, "skupina 3" a "skupina 4".

Vysledky
Vysledky zacinaji piehledem genotypovych frekvenci CYP2C9 a VKORC1 u vsech 1972

pacientil a u podskupiny 280 pacientt s klinickymi daty. Tabulky jsou ptehledné. Dalsi sekce
se zabyva srovnanim piedpovézenych a skuteénych davek warfarinu podle tfi algoritmi - to
bylo podkladem pro publikaci v ptiloze 2.

Nasleduji vysledky tvorby vlastniho farmakogenetického algoritmu. Zde se jiz ztrdcim v tom,
kteti pacienti (jak vybrani a kde se vzali) byli soucasti tohoto procesu. Pocet pacientti s




dostupnymi klinickymi daty (280) je totiz nizsi nez pocet v derivaéni plus valida¢ni kohorté:
175 + 223 =398. To by zaslouzilo néjaké osvétleni nejlépe formou diagramu.

Prekvapiva je také strategie tvorby modelu na souboru omezeného vékového rozmezi a jeho
validace na souboru, ktery obsahuje velmi Siroké vékové rozmezi (obr. 4.3.1 - zdporné
hodnoty na ose y jsou zbyte¢né). V derivacni skuping prosté neni velmi podstatna ¢ast
vékového slozeni viibec zastoupena a je neni tak divu, Ze ve vysledcich z valida¢ni kohorty
dopada tato skupina nejhtife. Nebylo by byvalo lepsi vzit skupinu jednu a validitu modelu
testovat pomoci bootstrapingu?

Neni zminéno, proc je zavisla promeénna transformovana (odmocnina). Je to urcité v potfadku,
protoZe to také tak pouzivaji nékteré z citovanych ¢lanki, ale informace o dtivodu chybi.

Skoda, Ze dizertace neprezentuje vypoétenou versus skute¢nou davku v grafu, aby si &tenat
mohl ud¢lat vizualni pfedstavu o tom, jak se algoritmus chova - tfeba podobné, jako je
prezentovano na obrazku 4.3.7 pro srovnani dvou metod predikce.

V dalsi sekei jsou uvedeny vysledky studie rizik zdvazného krvaceni, ktera je podkladem
¢lanku v ptiloze 1. Ta je komentovana vyse.

Tabulka 4.4.3: "Rozdil mezi skupinou s krvacenim a kontrolni skupinou" - to je patrné P
hodnota testu rozdilu, ze? Stejné tak druhy sloupecek s P hodnotami. Déle - frekvence
genotypu: takto testovat efekt genotypti neni piilis obvyklé. Obvyklejsi byva zvolit jeden
genotyp jako referen¢ni (ma tedy OR/HR = 1) a riziko pfinasené ostatnimi vyjadfovat vaci
nému. Jak jsou kodovany genotypy VKORCI v modelu?

Dalsi problém je s pon¢kud nepiesnym vniméanim statistické signifikance. Formulace "nalezli
... jsme jen nevyznamn¢ vysS$i zastoupeni variantnich alel" nemusi byt vnimana spravné.
Zastoupeni vys$si nebylo, pokud nebylo signifikantné vyssi. Neptitomnost signifikantniho
rozdilu znamenad, Ze nulova hypotéza absence rozdilu nemtze byt zamitnuta - bud’ proto, Ze
rozdil neexistuje, nebo proto, Ze vzorek je maly.

Stejné tak tabulka 4.4.4 uvadi ¢aste¢né vysledky univariantni analyzy, pti¢emz vybira ty
vysledky, kde je odhad HR>1, nicmén¢ vétSinou nesignifikantné. Spravné;jsi by bylo bud’to
prezentovat vsechny prediktory nebo jen ty, co jsou vyssi nez 1 signifikantné. Kde se ztratily
prediktory, které mély odhad HR i jen trochu mensi nez 1?

Diskuse
Diskuse se nejprve zabyva ptesnosti predikénich algoritmt (obdobné jako v ¢lanku v piiloze
2) a vlastnim algoritmem. Kde je tabulka ¢islo 5 avizovana na strané 104?

Posléze se diskuse vénuje vysledkiim studie v piiloze 1 (krvacivé komplikace). Shrnuje
vysledky prace. "Dale jsme prokazali zavislost genotypu v obou genech CYP2C9 a VKORC1
na snizujici se denni davce warfarinu a nardstajicim riziku zavaznych krvacivych komplikaci
..." - co timto chce autor fici o kauzalité? Text dale srovnava vyskyty krvaceni v case v této a
ostatnich studiich a zabyva se moznymi mechanismy vysvétlujicimi pozorovany efekt.

Na dalsich sedmi stranach se zabyva srovnanim warfarinu s novymi antikoagulancii za
ptedpokladu spravné aplikace farmakogenetiky warfarinu v 1ébé. Shrnuje dostupné studie a
argumentuje ve prospéch warfarinu, jehoz aplikace je fizena farmakogenetickymi nalezy. K



zhodnoceni téchto uvah by bylo tieba odborného statistického posudku s pouzitim
originalnich dat. Zda se mi, Ze v mySlenkovém experimentu se skupinou studie RE-LY, na
kterou by se aplikovala farmakogeneticka pravidla, je logickd nepfesnost. Pacienti se 3 nebo 4
variantnimi alelami sice tvoii v ¢eské studii 20% krvaceni na warfarinu, ale to neni zde az tak
dualezité, jak autor uvadi. To, kolik ze vSech krvaceni maji pravé tito pacienti, totiz zavisi na
a) proporci genotypu v populaci: existuje rozumny predpoklad, Ze byla shodna jako v nasi
populaci?,

b) na Case: Re-LY sledovala pacienty po dobu jednoho roku, jak je to v datech, ktera uvadé;ji
onéch 20%?

Lepsi by bylo sledovat incidenci krvaceni u jednotlivych genotypt nebo pieziti do krvaceni,
coz je patrné jako myslenkovy experiment pti absenci detailnich dat nemozné. Mimo to neni
snadné se v tabulkach s vysledky téchto myslenkovych experimenti orientovat, zejména se
1ze snadno ztratit v tabulce 5.4.4 a 5.4.5, kde neni jasny smér méteného rizika. Také jsem se
docela ztratil v tom, jak jsou ktefi pacienti analyzovani - per protocol znamena, Ze jsou
analyzovani jen ti, kdo byli zatazeni, dostali intervenci a skonc¢ili podle protokolu (tedy beze
zmeén), kdezto as treated znamena analyzu podle skute¢né obdrzené intervence (i kdyz byla
dasledkem zmény proti protokolu).

Zavér prace shrnuje kratce hlavni teze diskuse.

Formalni naleZzitosti dizertacni prace:

Dizertac¢ni prace utrpéla bud’to nedostatkem ¢asu nebo nedostatkem pozornosti. Je
dlouhd - kdyby méla polovi¢ni rozsah, ale byla ji vénovana dvojnasobna péce, Cetla by se
rozhodné 1épe.

e Nedéld dobry dojem, kdyZz u jedné z piiloh je bilé misto tam, kde ma byt souhrn a
klicova slova. Kazdému se n¢kdy stalo, Ze z elektronické verze se néco nevytisklo, ale
malokdo to nechal bez dalsi kontroly svazat do dizerta¢ni prace.

e Piiloze 2 ani 3 by neuskodilo, kdyby se jednalo o findlni verzi a nikoli strankovy obtah
bez ¢islovani. Piece jen ub¢hlo jiz hodné ¢asu od publikace.

e Obdobné by se hodilo, kdyby posledni dvé pfilohy nebyly rukopisem (¢lanky z roku
2012 a 2013), ale jednalo se o vytisténé ¢lanky - to se autor nezajimal o to, jak
vypadaji vyti§téné? Navic poradi pfiloh neodpovida seznamu a jedna z piiloh se
dokonce jinak i jmenuje - pfiloZena je patrn¢ verze, kde jesté¢ neni rozhodnuto o nazvu.

e Mnozstvi piekleptd a pravopisnych chyb je zarazejici. Problémy dé¢laji zejména
oddélovani vlozenych vedlejsich vét ¢arkami z obou stran; odhadem se jedna o cca 50
ptipadl jen Spatné interpunkce.

Dalsi otazky pro kandidata:

Mimo otazek uvedenych vyse v textu (zvyraznéno Sedé) bych rad polozil nasledujici otazky:

1. Jak jsou definovany pojmy vazba a vazbova nerovnovaha? Mezi ¢im jsou to vztahy,
¢eho jsou dasledkem, jak se vyjadiuji (méfi), k cemu se v genetice pouzivaji? Kdy a
pro¢ vznika haplotyp? Jak Ize haplotyp rekonstruovat z genotypti? Znate n¢jaky
zpusob, jak haplotypy vizualizovat?

2. Jaké jsou argumenty pro korela¢ni koeficient jako vhodné métitko shody riznych
predikénich modeli se skute¢nou davkou warfarinu? Dle mého nazoru bude R*=1 i
tehdy, bude-li predikéni model systematicky navrhovat davku warfarinu presné
polovi¢ni (nebo tieba presné pétindsobnou) proti davee skute¢né. Korelacni koeficient



je ve skutecnosti velmi nevhodnym métitkem shody - zjednodusené méti jen
souhrnnou vzdalenost bodi od piimky, linearnost vztahu, ale je mu lhostejno, zda je
pfimka spravné poloZena. Jak se da klinicky relevantni shoda metod méfit jinak?

3. Definoval byste prosim pojem kohorty? Pojem je dle mého nazoru pouzivan
nespravné minimalné u pacientli s krvacivymi projevy a jejich kontrolami.

4. V prvém ¢lanku zminujete, Ze pouzivate zavedené vnitini a vnéjsi kontroly kvality
genotypizace. Jaké to jsou?

5. Pro¢ nejsou vysledky tvorby vlastniho farmakogenetického algoritmu publikovany?

Souhrn stanoviska oponenta:

Jakkoli je predkladana dizerta¢ni prace cennd klinicky, neni snadné hodnotit, zda spliuje
naroky postgradualniho studia v biomedicin€, programu Molekuldrni a bunécna biologie,
genetika a virologie. Formalni kritéria - pocet publikaci v ¢asopisech s faktorem impaktu -
splriyje, ackoli z ptilozenych publikaci se mi jevi jako opravdu hodnotné jen dvé - v piiloze 1
a v piiloze 3. V¢éasna konzultace s odborniky ve farmakogenetice, epidemiologii a
statistice by patrné umoznila ziskani piresvédcivéjSich vysledku a vedla by k lepsim
publika¢nim vystupim a snadnéjsi obhajobé.

Prace obsahuje z laboratornich praci jen pouziti tfi komeréné dostupnych souprav k typizaci
jednonukleotidovych polymorfismi, pfi¢emz se autor v minimaln¢ jednom piipadé
(VKORC'1) nikterak nezabyva tim, co vlastn¢ souprava detekuje. Aplikace jiz existujicich
metod neni v molekularni epidemiologii ani aplikované farmakogenetice nijak na zédvadu - v
pfipadech takovychto dizertaci jsou cenné zejména systematicky sbér dat, jejich uvazlivé
hodnoceni pomoci adekvatnich statistickych metod a nasledné publikace v respektovanych
Casopisech.

Dizertace je z formalniho hlediska podprumérna. Je v ni dosti pravopisnych chyb a pfilohy
nebyly patrné fadné zkontrolovany. Je pfili§ dlouhd a autor opakuje rozvlekle mnoho z toho,
co jiz pfedtim napsal - mimochodem vétSinou velmi jasné a ptehledné - v pfilozenych
publikacich.

Publikacéni aktivita spojena s touto dizertaci je nizsi, nez byva v oboru zvykem, ale
vypsana kritéria jednoznacné spliiuje. Pivodni prvoautorsky mezinarodni ¢lanek k tématu
prace je jeden (ptiloha 1). Dalsi (ptiloha 3) je excelentné napsany piehledovy ¢lanek. Dalsi
¢lanek (priloha 2) ma jak vlastni vysledky, tak faktor impaktu (jakkoli je velmi nizky), ale je
Cesky, cili se neda ocekavat jeho rozsiteni do mezinarodni védecké komunity. Novy model
predikce davky warfarinu nemohu najit jinde nez piimo v dizertaci, coz je Skoda s ohledem na
vynaloZeny cas a prostiedky.

Jsem toho nézoru, Ze prace naroky na udéleni titulu Ph.D. spliiuje.
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