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Predkladana diplomova prace vypracovanda pod vedenim Ing. Anny Kotrbové-Kozak
v laboratofich Ustavu obecné biologie a genetiky 3. LF UK je asociaénim typem studie a
zamétuje se na odhaleni genetickych rizikovych faktorti zapficifiujicich nedostate¢nou
odpovéd’ organismu na oxidativni stres a to s ohledem na rozvoj obou hlavnich typi diabetu,
T1DM a T2DM.

Cilem studie bylo provedeni genotypizace vybranych polymorfismii genit GSMT1, GSTT1,
GSTP1, SOD1, SOD2, GPX1 A CAT za pomoci n¢kolika metod (PCR-RFLP, TagMan®
Genotyping, multiplex PCR) u souboru pacientdt T1DM, T2DM a nediabetickych kontrol,
analyza frekvenci jednotlivych alel mezi sledovanymi skupina a odhaleni moznych vztaht a
asociaci. Jako druhy cil si prace klade stanoveni hladin malondialdehydu, produktu lipidové
peroxidace, Vv plazmé vySetfovanych osob, zhodnoceni miry jeho tvorby s ohledem na
diagnézu a zejména pak analyzu zdvislosti produkce malondialdehydu na studovanych
variantach genli oxidativniho stresu.

Diplomova prace o rozsahu 86 stran je ¢len¢na do 8 hlavnich kapitol v¢etné seznamu
citovanych literarnich prament a seznamu zkratek. Vybrané vysledky jsou zde prezentovany
formou 26 obrazkd a 23 tabulek. Struktura a Clenéni prace jsou standardni a odpovidaji
pozadavkiim. Co se jazykové urovné tyCe, prace je psana ¢tivé a srozumitelné (zejména
teoreticky prehled a kapitola Materidl a Metody), témét bez pieklept ¢i jinych jazykovych
prohieskil. V praci je spravnym zptsobem citovano 118 literarnich prament ¢i internetovych
odkazii, z toho ptiblizné 15 % tvoii odkazy na knihy, skripta ¢i uéebnice. Diplomova prace je
bez zavaznych formalnich nedostatkti. Ponékud matouci je uzivani dvojiho zpisobu zapisu
desetinného Cisla, jak v podobé desetinné carky, tak v podobé¢ tecky. Grafy na str. 65-69
nejsou dostatecné popsany. Formulace vystupi ze statistickych analyz jsou ponékud
nejasné/nepresné (pf. ,,Mezi jednotlivymi skupinami nebyla prokdzana zadna statisticka
vyznamnost®). Z hlediska pochopeni vysledki prace je Skoda, Ze informace ke studovanym
polymorfismim autorka cilené uvadi az v diskuzi a to zdaleka ne v mife, jakou by si
zaslouzily. Obdobné, k pochopeni divodu pro pouziti multiplexové PCR u typizace genu
SOD1 by vyrazné piispélo v€asné vysvétleni, ne az se 13strankovym zpozdénim. V kapitole
3.4, ktera popisuje pouzité statistické testy, jsem nenasla, jak byl hodnocen vztah jednotlivych
genotypu k hladinam MDA v krvi.



Vysledky a otazky tykajici se experimentidlniho provedeni prace a samotného

zpracovani dat:

1.

2.

6.

Podle jakych kritérii byli vybirani ze souboru jedinci, kterym byla méfena hladina
MDA?

Pro¢ bylo porovnani mezi vice skupinami provedeno t-testem, ptipadné Mann-
Whitney testem, a ne pomoci ANOVA, resp. Kruskal-Wallisovym testem? Byla
provadéna korekce na mnohocetna porovnani?

Graf 23 na str. 67: Je zarazejici, ze genotyp AG ve skupin¢ T2DM vykazuje chybovou
usecku, kdyz data zfejmé tvoii pouze 1 jedinec (viz graf T2D na Obr. 22). A naopak,
je spise nepravdépodobné, aby skupina tvofena minimalné ¢tyfmi jedinci vykazovala
nulovou chybovou usecku, jak je tomu u téhoz genotypu v kontrolni skuping, tim spis,
ze dani jedinci se ve svych hladinach MDA 1i$i, jak patrno z grafu ZK na Obr. 22.

V analyzach, kde nebyl mezi skupinami TIDM a T2DM zjistén statisticky vyznamny
rozdil ve frekvencich studovanych polymorfisma, v hladinach MDA apod., by se
nabizelo sloucit obé diagndzy a sledovat studované jevy v porovnani vici zdravym
jedinciim. Bylo toto provedeno? (Data k takovému srovndni v praci uvedena nejsou).
Tento ptistup by byl opodstatnény i vzhledem k tomu, Ze oba typy diabetu jsou v praci
povazovany za patologické stavy spojené s oxidativnim stresem.

Nejvice nejasnosti vidim v analyzach polymorfismu/t genu SOD1.:

a. Z c¢eho autorka vyvodila, ze absence signalu PCR u genu SOD1 je v disledku
delece? V praci neni viibec feseno, o jakou deleci by mélo jit: zda deleci celého
genu ¢i deleci ¢asti genu v misté, kam naseda jeden z primert, jaky fenotyp
tato delece ma v porovnani k analyzovanému SNP rs2070424, jinymi slovy
autorka se nezabyva funk¢nosti jednotlivych polymorfismt SOD1.

b. Co ve skutecnosti autorka potvrdila/zjistila multiplexovou PCR genu SOD1
s pfidanymi primery pro beta globin? Odhali provedend multiplexovd PCR
kratkou deleci lokalizovanou mezi misty nasednuti obou pouzivanych
primeri?

c. Jak ovéfila, ze genotyp AA je skutecné¢ homozygotni genotyp pro variantu A, a
ne heterozygotni genotyp A/null (tedy 1 alela A a jedna alela s deleci)? M¢la
by takova konstituce dopad na funkci enzymu oproti AA a oproti null/null?

Co plyne z vystupu této prace? (take-home message)

Zéavérem lze tici, ze jistou slabinou prace je samotny zplsob, jak bylo nalozeno s daty
ziskanymi v laboratofi. Ve Vysledcich ani v Diskuzi neni dostatecné objasnéna situace kolem
genu SOD1. K nékterym vysledkiim je tak obtizné se jakkoliv postavit a vyjadfit, nebot’
Vv praci neni k dispozici dostatek informaci kli¢ovych pro pochopeni nalezd, jejich interpretaci
a vyvozeni zaveérl, coz je sohledem na odvedenou praci v laboratofi Skoda. Ptfes vyse

uvedené vyhrady je pfi celkovém hodnoceni nutno konstatovat, ze ptfedlozena diplomova
prace splnila zadané cile. Praci doporucuji k obhajob¢ a navrhuji hodnoceni velmi dobie nebo
dobie podle kvality obhajoby.
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