Oponentsky posudek na doktorskou diserta&ni préaci v oboru molekularni a bunééné biologie,
genetiky a virologie:

Megr. Katefina Zidkova: Vyzkum variability transkripénich regulacnich oblasti LPA
genu

Mer. Katefina Zidkova je souédsti skupiny, ktera se problematice lipoproteinoveho
metabolismu vénuje dlouhodobg, systematicky a na vysoké trovni. Proto mé piilis
nepiekvapilo, Ze si vybrala tak sloZité a komplexni téma, které je oviem - zvlast€ z pohledu
molekuldmiho biologa - zéroveii velkou vyzvou.

Lipoprotein(a) pfitahuje pozornost jak vyzkumnik?, kteti vyvijeji znatné usili, aby
porozuméli fyziologickym funkcim i mechanizmtim patofyziologickych ti¢inkt tohoto
unikatniho lipoproteinu, tak klinickych pracovnikd, kteii se zabyvaji jeho vyznamem
z hlediska miry rizika vzniku kardiovaskularnich onemocnéni. Jeden ze scénafii pfedpoklada,
7e lipidova ¢ast molekuly, prezentovana LDL partikuli, je nositelem atherogenniho potencialu
Ip(a), zatimco apolipoprotein(a), vykazujici vysokou homologii s plazminogenem, mé
protrombotickou tlohu. Ve véci role Ip(a) pii vzniku atherotrombotickych onemocnéni vak
zlstava fada nezodpovézenych otazek a ani jeho fyziologicky vyznam nebyl dosud objasnén.
Pfitom tato onemocnéni patii v civilizovaném svété mezi nejéastéj§i piiciny tmrti.
Ateroskleroza je multifaktorialni proces, na jejimz rozvoji se vedle mnoha genetickych vlivu
uplatiinje cela fada faktorti zevniho prostiedi. Jedine¢né postaveni Ip(a) jako nezavislého
rizikového faktoru aterogeneze spociva takeé v tom, Ze jeho koncentrace v plazmé jsou
podminény témér zcela geneticky. Podstatnd ¢ast variability koncentraci je ddna poctem
opakuyjicich se strukturnich podjednotek, uréitou roli hraji také sekvenéni varianty v kodujici
oblasti genu LPA a logicky se nabizi otazka, jakym zplsobem a zda viibec ovliviluje mnoZzstvi
proteinu piipadna variabilita téch oblasti genu, které se podileji na regulaci transkripce. Touto
otdzkou se dosud zabyvalo jen nékolik pracovist na svété, zadné ale nezkoumalo sekvenéni
variabilitu promotoru a dalgich transkripéné aktivnich oblasti tak obsdhle jako to ucinila
Katefina Zidkova ve své doktorské praci.

Uvod je sepsén prehledné a svédi o dobré orientaci kandidatky ve sloZité
problematice, coZ lze dokumentovat zejména na pasazich, v nichz popisuje protichtidné
vysledky nékterych studii. Rovnéz zvoleny metodicky pfistup je adekvatni. Metodu
denaturaéni gradientové gelové elektroforézy povazuji za vhodny nastroj ke screeningu
sekvenénich variant, byt se jedna o nekodujici oblasti genomu. Postup navrzeni
oligonukleotidovych primerti i zplisob pfipravy a pouziti pozitivnich kontrol sniZil dostate¢né
riziko fale$né negativnich vysledkii. O spravnosti volby metody svédéi i vysoky polet nové
zachycenych polymorfizmt ¢i mutaci. Pfipominky nemam ani ke statistickému zpracovani.
Disertaéni prace obsahuje nékolik drobnych vétsinou formalnich chyb, které nepovazuji za
podstatné. Za podstatné naopak povazuji to, jak se Katefiné Zidkové podafilo interpretovat
dosazené vysledky, coz bylo jisté klicové pro ptijeti dvou praci v ¢asopisech Clinical
Biochemistry (IF 2,331) a Clinica Chimica Acta (IF 2,328).

Piinos prace leZi ve dvou rovinach. Vhodnou volbou metod dospéla kandidatka ke
komplexni analyze sekvenénich variant v regulacnich oblastech genu LPA ve velkém souboru




osob &eské populace. Vedle vysetfeni frekvence jiz zndmych polymorfizmi popsala 16
novych nukleotidovych variant, u nékterych stanovila jejich frekvenci v obecné populaci.
Druhou rovinu predstavuje analyza detekovanych variant z hlediska vazebné nerovnovahy a
asociace jednotlivych variant, ale i jejich kombinaci a celych genotyp(, s koncentracemi Ip(a)
a s dalsimi fenotypovymi projevy. Také tato ¢ast piinasi fadu novych a cennych poznatku.

Otazky:

Jak si vysvétlujete, Ze mezi osobami ve 4. kvintilu podle hodnot Ip(a) bylo jen 7%
zastoupeni ischemické choroby srde¢ni?

U detekce promotorové varianty +62T/C v populaénim souboru pouzivate alelicky
specifickou PCR pro variantu C. Jak odlisite vzorek homozygotni pro alelu T od
fale$né negativniho vysledku v diisledku inhibice PCR?

Jaky je rozdil mezi polymorfizmem a mutaci a jaké metody byste pouZila k analyze
funkéniho vyznamu polymorfizmi nebo mutaci v regulaénich oblastech genu? (Je
spravné hovotit o varianté +62T/C v promotoru jako o polymorfizmu?)

Jak planujete (nebo jak byste navrhla) pokracovat v analyze genetické variability
Ip(a)?

Zavérem konstatuji, ze predloZend price zcela spliiuje poZadavky kladené na

disertaéni praci. Vyznamné roz$ifuje dosavadni poznatky o vlivu sekvenéni variability
v oblastech podilejicich se na regulaci transkripce genu pro Ip(a) na vysledné koncentrace
proteinu. Praci jednozna¢né doporucuji k obhajobé.

V Brné 18.9.2007 MUDr. Tomas Freiberger, Pio.
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