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Predlozené pisemné podklady pro obhajobu disertagni prace MUDr. Hany Safrankové
(Obeidové) poskytuji uceleny prehled o fesené problematice.

Disertatni préce je &lengna podle bé&znych zvyklosti na abstrakt (Cesky a anglicky text),
seznam zkratek, Givod a literarni piehled, cile disertaéni prace, metodiku (tdaje o pacientech a
popis analyzy DNA), vysledky, diskuze a zavér. 114 citaci literatury svéd¢i o dobrém
piehledu sledované problematiky.

Za seznamem literatury nasleduje seznam 11ti publikaci, na kterych se doktorandka
podilela. 5 ztéchto publikaci je podkladem diserta¢ni prace a jsou vélenény do disertadni
prace formou piflohy v plném rozsahu. Doktorandka je prvni autorkou tf{ z péti publikaci,
které jsou zakladem diserta¢ni prace. Publikace predstavuji vysledky vyzkumu z let 2006 a
2010-2012.

JelikoZ publikace, které jsou podstatnou souddsti disertaéni prdce, jsou vysledkem tymové
spoluprdce, rada bych se zeptala na konkrétni podil doktorandky p¥i planovini a realizaci
experimentit.

Text

Zkratky

Ceskd nomenklatura chemického nazvoslovi:

serin-threoninkinasa — ne serin-threonin kinaza

Obdobné chyby se vyskytuji i v dalgich oblastech textu.

Vysvétlivky zkratek:

vétSina zkratek je vysvétlena pouze &eskym piekladem (i kdyZ to neodpovida pismenfim
zkratky), ale nékolik z nich je popsino pouze anglicky - pro¢?

Uvod a literdrni piehled

Uvod rozsahem a poctem citaci odpovidd pozadavkiim kladenym na disertagni praci. Oceiiuji
zatlenéni obrazki a piehledné tabulky se seznamem vybranych genii asociovanych
s nefrotickym syndromem.

Na str. 15 v kapitole 1.2.1.2. by mél byt zminén celkovy vztah rodiny gent Bel-2 k apoptoze;
ne pouze zminka o genu Bad.

Str. 25, prvni odstavec - je uveden chybng princip piisobeni piipravku bevacizumab.

Cile disertace

Cil disertaéni prace je jednoznaéné definovany— (i) objasnéni genetické priciny nejcastéjsich
forem nefrotického syndromu v CR u dospélych pacientt a (ii) sledovani vlivu vybranych
polymorfismtt genit NPHS2 a VEGF na prabeh i typt glomeruronefritid (FSGS/MCD,
MGN, IGAN).




Metodika
Pacienti

Pro genetickou analyzu NPHS2 genu bylo zatazeno 71 pacientli s FSGS/MCD (fokaln{
segmentalni glomeruloskler6za / nemoc minimalnich zmeén), 169 pacientli s IGA nefropatii a
46 s potvrzenou membrandzni nefropatii. Kontrolni skupina se skladala z 300 dobrovolnika.
Byl zohlednén jejich vék a pohlavi. U skupiny FSGS/MCD bylo dal3i ¢lenéni na odezvu pii
lécbe kortikosteroidy.

U 71 pacientdi s FSGS/MCD byl priimémy vek nastupu onemocnéni 33,2 +18,6 let. U 10ti
pacientlt byl ndstup jiz v détstvi; u 4 z nich byla pozitivni rodinnd anamnéza. Cituji: , Jedna se
pravdépodobné o AD typ dédi¢nosti.“ Co Vas vedlo k tomuto zdvéru?

VySetteni polymorfismu promotoru genu VEGF bylo provedeno na skupiné 213 pacientfi -
FSGS/MCD (56 pacientt), IGA nefropatie (113 pacienttr), MGN (44 pacientll). Kontrolni
skupina se skladala z 311 dobrovolnikii.

Na tomto misté bych se rada zeptala, pro¢ byly zvoleny dvé odli§né skupiny jedinci pro
analyzu genu NPHS?2 a VEGF?

Vysetieni na tirovini DNA

Analyza DNA byla provedena na vysoké profesiondlni trovni i se zafazenim relativné nové
metody HRM (high resolution melting).

Pro mutaéni analyzu genu NPHS?2 byla vyuZita PCR metoda viech 8mi exontl s naslednou
pfimou sekvenaci. U nékterych pacientti byla pouZita metoda HRM.

Pii stanoveni polymorfismu v 5. exonu genu NPHS2 (polymorfismus p.R229Q) byla
provedena restrikéni analyza. Metodou HRM byl stanovovan polymorfismus v 1. exonu
(p.P20L).

Ve dvou oblastech promotoru genu VEGF byl sledovan polymorfismus. V promotoru byla
nalezena inzerce (adice) 18ti nukleotidi (ne bazi jak je chybné uvedeno v textu str. 38) na
pozici -2549, coz ptedstavuje piftomnost delsi alely 4 (-2578). Kratsi sekvence je asociovana
s pfitomnosti alely C.

Polymorfismus na pozici -1154 predstavuje piitomnost dvou moZnych variant alel - alely
G/A.

Je zndma sekvence insertovanych nukleotidii? Jde vidy o shodnou sekvenci nukleotida
pokud je u jedince piitomna ,,del3i* alela 4?

Zaznam rozdilu v sekvenci mezi alelami A a G jsem nenaSla ani v textu prace ani
v piiloze in extenso. Jak se liSi alela 4 a G v pozici -1154 ?

Na str. 46 text tykajici se polymorfismu -1154 VEGF se zdd byt zmateny; jsou to
pieklepy?
Vysledky

Shrnuti vysledka feiené problematiky i za¢lenéné publikace in extenso, dokladaji spInéni cili
price.




Autoreferat

Predlozeny autoreferdt prehlednym zplsobem shrnuje studovanou problematiku. Obecné
aspekty jsou doloZeny seznamem literatury, ktera se konkrétné vztahuje k predkladané
diserta¢ni praci. Cile a zavéry vyzkumu jsou jasné definovany.

Dotazy

a) Vyjadiete se, prosim, k v textu se vyskytujicim pojmim: mutace, patogenni mutace,
polymorfismus u vybranych genii v souvislosti s chronickymi nefropatiemi. Jaky prinos
ma/bude mit geneticka analyza pro jejich lécbu?

b) Které dalsi geny predpokladite, by mohly byt klicové pro poskytnuti dalsi informace
o genetickém podkladu chronickych nefropatii?

¢) Jakou informaci by vam mohla poskytnout muta¢ni analyza zvolenych genii z biopsie
versus periferni krve pacienta?

d) ZvaZzujete u vSech pacientd rutinni genetické vySetieni pred 1écbou? Jak by byl
takovy pristup ¢asové a finanéné naroény?

Zavér:

Disertaéni prace MUDr. Hany Safrdnkové - Geneticky podklad vybranych chronickych
nefropatii se vyznacuje tviiréim piistupem k feSeni problematiky.

Soubor pacientil s chronickou nefropatii a kontrol (dobrovolnikii) byl vySetien na piitomnost
mutaci (8 exont) a polymorfisma v genu NPHS? kodujicim podocin a také v promotoru genu
VEGE. Molekularné genetickd analyza zvolenych genl sméfovala mimo jiné ke stanoveni,
zda je ucelné zavést mutacni analyzu jako rutinni vy$etfeni. Z vysledk studie vyplynulo, Ze
mutacni analyza genu NPHS2 by méla byt provedena u vSech détskych pacientti se steroid-
resistentnim nefrotickym syndromem a pii nalezu mutace by mélo byt zvaZeno ukonceni
imunosupresivni terapie. Mutacni analyza by méla byt provadéna i u pacientl pied
transplantaci ledvin.

Polymorfismus p.R229Q a i p.P20L genu NPHS?2 se nezda byt pifiéinou vzniku nefrotického
syndromu.

Vztah genu VEGF, respektive 2 polymorfismii v jeho promotoru, neukizal na zasadni
souvislost s chronickymi nefropatiemi.

Klinicka i laboratorni erudice, literdrni rozhled, origindlnost nalezii a presentace vysledki
v odbornych Casopisech splfiuji podminku, aby disertaéni prace byla pfijata k obhajobé. V
piipadé¢ kladného vysledku obhajoby pfedlozend prace spliiuje podminky pro udélent
védeckého titulu PhD.
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