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Vlastni dizertacni prace

Po formalni strance ma dizertacni prace celkem 154 stran, jeji zakladni ¢ast je rozdélena na ¢ast
teoretickou (kapitoly 1.1. - 1.3), cile prace (kapitola 2), metody (kapitoly 3.1. — 3.5.), vysledky
(kapitoly 4.1.- 4.5.), diskuzi (kapitoly 5.1.—5.5.), zavér (kapitola 6), souhrn (kapitola 7), literatura
(kapitola 8), seznam obréazk( a tabulek (kapitola 9) a seznam publikaci (kapitola 10). Prace

obsahuje 24 tabulek, 34 obrazkud a 305 citovanych publikaci.

V teoretické &asti (kapitola 1) autorka podala pomérné obsahly prehled (42 stran) sou€asného
stavu tykajiciho se vysetfovani glomerularni filtrace (GF) ledvin a vySetfovani proteinurie, resp.
albuminurie. Déle je uvedena definice pro akutni poskozeni ledvin (AKI) a podrobné popsany
biomarkery, které v souvislosti s AKI mohou hrat roli a které také byly pfedmétem zkoumani a
vySetiovani v dizertacni praci. Jde zejména o markery: cystatin C, NAG, KIM-1, IL-18, L-FABP a

NGAL.

Cile prace autorky (kapitola 2) Ize rozdélit do dvou ¢asti:



1. zavést vlastni validovanou a verifikovanou HPLC metodu pro stanoveni albuminurie a
testovat hypotézu o interferujicich proteinech a pfitomnosti imunonereaktivniho
albuminu v modi; ovéfit zavedenou metodu u nemocnych zejména s diabetes mellitus a
porovnat vysledky z in house HPLC metody se standardné provadénym
imunoturbidimetrickym (IT) vySetfenim modi

2. stanovit NGAL a dal$i mocové markery (viz vySe) u nékolika skupin pacient( a posoudit

vliv téchto marker( na odhad ¢asného rozvoje AKI a mozZnosti odlisit etiologii AKI.

V kapitole 3 (metody) jsou podrobné popsany jednotlivé laboratorni kroky a provadéné testy
v€etné ndzorné obrazové dokumentace. VSechny vySetifované biomarkery byly stanovovany
v moci v rliznych ¢asovych intervalech v zavislosti na tom, jak rychle se uvolfiuji do modi po
daném inzultu a byly korelovany s mocovych kreatininem. Pro prvni ¢ast préce bylo vySetfeno
celkem 1092 jedincl (636 diabetik(, 456 nediabetikl). Pro druhou ¢ast Slo o vySetreni 4 nasledujicich
souborl: 15 détskych pacientl po transplantaci ledviny (TxL), 28 détskych pacientl s akutnim nebo
chronickym onemocnénim ledvin, 10 dospélych pacientl po kardiochirurgickém vykonu (KCH) a 41

pacient( po angiografickém vysetfeni (SKG ¢i DSA tepen DK).

V kapitole 4 jsou uvedeny vysledky jednotlivych ¢asti prace. V kapitole 4.1. bylo prokazano, Ze
albuminurie mérena HPLC metodou je vyznamné vyssi, nez albuminurie mérena pomoci IT
metody (p<0,001) a to ve viech vySetfovanych podskupinach nemocnych (diabetici 1., 2. typu i
nediabetici). Nejvétsi rozdily byly zaznamenany zejména v hodnotach fyziologické a nizké
albuminurie (<30mg/l), kde se vysledky lisily o desitky procent (az 159%). Tyto vysledky ukazuji
na to, Ze celkovd albuminurie se skldda jak zimunoreaktivniho albuminu (ktery Ize detekovat IT), tak z
imunonereaktivniho albuminu, detekovatelného HPLC metodou. S ohledem na velmi dobrou korelaci
obou metod (albuminurie stanovend HPLC vs. IT, r=0,994; pomér mocovy albumin/kreatinin pfi HPLC
v.s. IT; r=0,999) byly navrieny modely korekénich rovnic, které by mohly umoznit v bézné praxi

odhadnout “celkovou” albuminurii i v pfipadé, Ze mame k dispozici jen vysetfeni IT metodou.

Prace dale zjistila (kapitola 4.2. a 4.3.), Ze hodnoty mocového NGAL nemohou u détskych nemocnych
odlidit AKI zpsobené akutni rejekci Tx ledviny od jinych pfi¢in AKI, naopak mohou byt ndpomocné pfi
rozliSeni akutniho a chronického poskozeni ledvin u détskych pacient(. Zvysené mocové koncentrace
NGAL signifikantné korelovaly s eGF (negativné) a sérovym kreatininem (pozitivné). PFi stanovovani
NGAL v moci u nemocnych po KCH vykonu (kapitola 4.4.) se ukazalo, Ze jeho koncentrace se po operaci
zvy3uji maximalné dvojndsobné a nedosahuji cut-off hodnoty autorkou stanovenou pro AKI (131 pg/l) a

nepfedstavuji pfidatny diagnosticky marker v porovnani se sledovanim S-kreatininu. Lep$im



prediktorem byl pomér U-NGAL/U-kreatinin. U dospélych nemocnych podstupujicich angiografii
(kapitola 4.5.) se ukazalo, Ze zejména NGAL a a-1-mikroglobulin byly vyznamné zvySené v moci v ¢ase
T12 a T24 po podani kontrastni latky, zatimco nedoslo k signifikantnim zménam renalini funkce. Podobny
trend vykazovaly i dalsi markery. Nejlepsi vypovédni hodnotu pro odhad rizika poSkozeni ledvin mélo

stanoveni koncentrace jednotlivych markerd v modi a jejich korekce na mocovy kreatinin.

V diskusi (kapitola 5) byl vyzdvizen a komentovan vyznam stanovovani albuminurie HPLC
metodou. Ukazuje se totiz, Ze vySetieni albuminurie touto metodou odhaliaZ 0 27% nemocnych
s patologickou albuminurii vice v porovndni sIT metodou a umozZni diagnostikovat DN
v priméru o 4 roky dfive, coZ ma zdsadni klinicky vyznam. Oponovana prace je unikatni v tom,
Ze zpracovavala Cerstvé vzorky moci, které nebyly zamrazovany, cozZ kladlo pfi vysokém poctu
vySetfeni pomérné velké naroky na personal a zpracovani. Pokud jde o dalsi mocové
biomarkery ukazuje se, Zze NGAL je dobrym markerem pro diagnostiku AKI u déti a podle
hodnoty jeho mocové exkrece je mozné do urcité miry odlisit jedince s AKI, prerenalni azotémii
a CKD od jedincd s normalni renalni funkci. ZvySeni NGAL a a-1-mikroglobulin po podani kontrastni
latky u dospélych nemocnych podstupujicich angiografii, které neni doprovazeno vzestupem sérového
kreatininu, cystatinu C ani poklesem GF, mUZe signalizovat subklinické poskozeni ledvin, které by mohlo

mit dopad na budouci rendlni funkci.

V zavéru (kapitola 6) byly shrnuty vysledky jednotlivych casti prace, které dle autorky maji

vyznam pro klinickou praxi.
Klady a nedostatky prace, komentare k praci

Zvolené téma a jeho zpracovani v ramci oponované dizertacni prace predstavuji nepochybné
vyznamny pfinos v feSeni problematiky albuminurie a AKI. Urcity nedostatek spatfuji v tom, Ze
prace ma dvé &asti, které ne zcela navazuji jedna na druhou a jde tedy o zpracovani dvou
tematickych okruhl dotykajicich se jak akutniho, tak chronického poskozeni ledvin. Druhd &3st
pak trpi tim, Ze biomarkery AKI byly vySetfovany u pomérné malych a nehomogennich soubord

nemocnych, takZe bylo velmi problematické jejich statistické zpracovani.

V celém textu prace se vyskytlo jen nékolik preklepd, které zasadnéji neméni vyznam textu a

nesnizuji hodnotu prace. Jde o:
Str. 15 — posledni fadek: inundované misto infundované

Str. 37 —druhy fadek — ..cysplatinu misto cisplatinu



Str. 70 — tfeti odstavec .. dvoukrokova misto dvoukrokovou
Str. 89 — konec druhého odstavce — chybné ¢islo uvedeného obrdzku — nejde o obr. 20, ale 28

V teoretické ¢asti prace na str. 26 postradam ve vyctu proteind, vyskytujicich se u postrendlni

proteinurie, uromodulin (dfive Tamm-HorsfallQv protein), ktery by zde mél byt zminén.

Pfi vySetfovani NGAL u déti po TxL (str. 69) byl velky rozdil v dobé od provedené TxL (0,4 aZ 3,8 let). D4
se oCekavat, Ze se proto lisily i davky poddvanych kortikosteroidd, které (jak zndmo) mohou ovlivnit

syntézu NGAL. Bylo by proto dobré, aby toto bylo zohlednéno pfi vyhodnocovani vysledk a v diskusi.

V Casti tykajici se 41 pacientl po AG (SKG ¢i DSA tepen DK) byli nemocni stratifikovani podle vstupni
eGFmprs 2 ¢i < neZ 1,2 ml/s/1,73m?. Neni pFili$ zfejmé, pro¢ bylo pro rozdéleni pacientl uZito pravé
této hranice a ne > ¢ < 1,0 ml/s/1,73m?, co? je pro MDRD bé&Zné uzndvana hranice pro CKD. Dale neni
prilis jasné, proc¢ byla pro vypocet eGF zvolena rovnice MDRD a ne CKD-EPI, ktera by méla byt pro
nemocné v pasmu normalni GF lepsi (to uvadi i sama autorka v teoretické ¢asti prace). Podskupina
nemocnych s vyssi eGF byla navic podstatné mladsi (prdmérny vék o 13 let méné), nez druha skupina,
coz mlZe vyznamné ovlivnit pfitomnost Tl fibrézy a atrofie v ledvindch. Neni zde uvedeno, kolik

pacientld mélo DM, coz také mUzZe vyznamné ovlivnit vysledky vylu¢ovani NGAL.

Zajimavosti prdce je, jak autorka “obesla” problémy a malymi Cisly pouZitim nepfilis Casté statistické
metody (bootstrapovana korelaéni matice), ktera se ukdzala ndpomocna a umoznila statisticky

zpracovat i malé soubory nemocnych.
Védecko-publikacni pfedpoklady uchazece pro ziskani titulu Ph.D.

V ¢asti 10 dizertani prace uchazecka predklada prehled publikovanych praci a sdéleni, které se
tykaji tématu dizertacni prace a dale publikace bez vztahu k dizertaéni praci. Z pfehledu je
patrné, Ze uchazecka zatim publikovala 8 plivodnich sdéleni souvisejicich s tématem dizertaéni
prace. TFi ¢ldnky maji IF a uchazecka je prvni autorkou 1 ¢lanku s IF (0,848) a u dalSich dvou je
spoluautorkou. Kromé sdéleni vazanych na problematiku dizertacni prace je uchazecka
spoluautorkou 4 praci v Casopisech sIF a autorkou ¢i spoluautorkou 10 praci v odbornych

recenzovanych ¢asopisech.
Na autorku prace mam ndasledujici dotazy:

1. Vkapitole 3.2.2. je uveden postup pfi vySetfovani NGAL v moci, ale z popisu nevyplyva, jaka
forma NGAL byla touto metodou stanovena — monomerickd, homodimericka ¢&i

heterodimericka?



2. Byly sledovéany markery ¢asného poskozeni ledvin, jak na Grovni proximalniho (KIM-1, IL-18),
tak distalniho tubulu (NAG) i sbérnych kandlk{ (NGAL). Jak tyto markery korelovaly s bézné
dostupnymi parametry, které mohou signalizovat tubuldrni postizeni ledvin jako koncentrace
Na v modi, resp. FEna ¢i osmolalita moc¢i? Pokud se sledované markery zvySovaly jesté pred
zménou téchto parametr(, v jaké Casové zavislosti?

3. NGAL je produkovan zejména burikami vzestupného raménka Henleovy klicky a distdIniho
tubulu. Dostdvali nemocni ze skupiny pacientli po KCH vykonu néjakou terapii diuretiky ¢i
naopak nemocni po AG néjakou hydratacni pfipravu krystaloidy, coZ by oboje mohlo ovlivnit
vylu€ovani NGAL? Byla v literatufe pozorovdna asociace mezi vysi vylu€ovaného NGAL a
diuretickou odpovédi na podany Furosemid, ktery plsobi v této ¢asti nefronu?

4. Vysledky hodnoty U-NGAL u nemocnych po AG se dosti liSily mezi skupinami v zdvislosti na GF.
U nemocnych s GF <1,2 ml/s/1,73m? byly hodnoty v TO vyrazné vy33i, neZ u nemocnych s GF
>1,2. Jak si autorka tuto skute¢nost vysvétluje? Nemohly tyto ndlezy vyssich bazdlnich hodnot
predikovat vétsi riziko prekroceni cut-off hodnoty pro AKI (131 pg/l) u nemocnych s GF <1,2

ml/s/1,73m??

Celkové hodnoceni a zavér

Prdce je cennd zejména ve své prvni ¢asti, kdy prokazala, Ze celkova albuminurie se sklada jak z
imunoreaktivniho, tak z imunonereaktivniho albuminu (moZnost prikazu HPLC metodou). To je
dulezité predevsim pro detekovani ¢asnych stadii poskozeni ledvin s malou albuminurii, kdy IT metody
ddvaji faleSné negativni, resp. normalni vysledky. NavrZeni korekénich rovnic pak umozni odhadnout

celkovou albuminurii i za pfedpokladu, Ze mame k dispozici vySetfeni moci jen IT metodou.

PfedloZena dizertacni prace se vyznacuje vysokou kvalitou jak po strance odborné, tak po
strance formdlniho zpracovani, kterou podstatné nesnizuji nékteré drobné vyhrady ¢i
doporuceni formulovand v oponentském posudku. Schopnost védecky pracovat uchazecka
osvédcila mimo jiné publikovanim nékterych ¢asti dizertacni prace ve formé ¢lank( v odbornych

Casopisech.

Na zakladé predloZené dizertacni prace se domnivam, Ze uchazecka splfiuje kritéria pro udéleni
titulu Ph.D. dle zékona €. 111/1998 Sb. o vysokych Skolach a doporuduji, aby prace MUDr. Ing.

Fortové byla pfijata k obhajobé a aby ji na zakladé Uspésné obhajoby byl udélen titul Ph.D.

Prof. MUDr. Romana;Ry.%avé, CSc.
Klinika nefrolqgie, 1. L‘F/UK a VFN Praha



