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reduktasu*

Pfedmétem habilitaéni prace je farmakogeneticky vyzkum studujici vliv vybranych
polymorfismi gend podilejicich se na farmakodynamickém a farmakokinetickém w0&inku
metotrexatu (MTX) v terapii revmatoidni artritidy (RA). MUDr. Toma$ Soukup, Ph.D. se
uvedené problematice vénuje delsi dobu a na tomto poli publikoval fadu vlastnich pozorovani.
Jeho zijem se zaméfuje pfedevSim na jednonukleotidové polymorfismy (SNP) genu pro
methylentetrahydrofolét reduktazu.

Habilita¢ni prace je rozdé€lena do 8 kapitol a ma zvyklé ¢lenéni. V teoretickém Gvodu
se autor vénuje farmakologickym a farmakogenetickym aspektim MTX a dal§iho ze
syntetickych chorobu modifikujicich 1ékd leflunomidu. V jednotlivych kapitolach jsou
shrnuty zékladni farmakodynamické a farmakokinetické udaje o MTX, data o Glinnosti a
bezpecnosti 1é€by RA MTX, jeho postaveni v souasném schématu 1é¢by RA a podrobnéji
jsou uvedena zndma farmakogenetickd data tykajici obou 1é¢iv. V této ¢asti autor uvadi
ptehled doposud studovanych SNP gent pro transportni molekuly MTX, polyglutamaci
MTX, metabolismu folatd, syntézy pyrimidind, metabolismus adenosinu a dalsi.

Prace ¢itd 136 stran textu, 48 tabulek a 9 obrazl a grafii. Autor uvéadi k vlastnimu textu
habilitaéni prace 213 citaci uvedenych v poradi vyskytu reference v textu prace. Déle je
uvadén seznam pouzitych zkratek a prilohy zahrnujici 7 odbornych ¢lankd, které doktor
Soukup in extenso na dané téma publikoval jako hlavni autor p¥ipadné spoluautor pievazné
v zahrani¢nich impaktovanych odbornych periodicich.

Do studie bylo zatazeno 185 pacientd s RA (120 pacientd s kompletn€ dostupnymi daty)
a 70 zdravych kontrol. Soubor pacienti byl pfi vstupu do studie podrobné vySetfen

(demograficka data, klinické vySetieni, podrobné laboratorni vySetfeni). Efekt 1é¢by MTX byl




hodnocen podle kritérii EULAR (respondéfi vs. non-respondéii) a primérnou zmeénou skore
DAS28 po 6-ti mésicich lé¢by MTX. Standardizovanymi metodami byla provedena detekce
genotypti jednotlivych SNP. Bylo provedeno podrobné statistické hodnoceni za pouZiti
adekvatng zvolenych standardizovanych statistickych testl a analyz.

Cile prace jsou definovany v kapitole 2 na stranach 37, 38. Hlavnim cilem préace bylo
zjistit, zda studované SNP metabolickych cest MTX predikuji efekt peroralni nizkodavkové
1é¢by MTX u kohorty pacientd kavkazské populace s RA z VychodoCeského regionu.
Studovany byly nasledujici SNP: (MTHFD1 1958G>A (rs2236225), MTHFR gen 677C>T
(rs1801133), 1298A>C (rs1801131), ATIC 347C>G (rs2372536), AMPD1 34C>T
(rs17602729), ITPA 94C>A (rs1127354), ADORA2A: 24825511C>T (rs2298383),
4217241T>C (rs3761422), 4221164T>C (1s2267076), 4226593T>C (1s2236624), SLCO1BI1
T>C (1s4149056). Vedlejsimi cili prace bylo:

- porovnat distribuci jednotlivych genotypli studovanych SNP mezi sledovanym
souborem pacientli s RA a kontrolni skupinou a zjistit tak piipadnou vnimavost
studovanych genotypli pro rozvoj RA

- analyzovat vliv kombinaci studovanych SNP na predikci lé¢ebné odpovedi pii
nizkodavkové peroralni 1é¢bé MTX pacientl s RA

- analyzovat vztah studovanych SNP k riziku vyvoje nezaddoucich G€inkd lé¢by MTX

- zjistit zda vybrané SNP mohou predikovat tvorbu revmatoidnich uzli u studované

kohorty RA pacientd 1é8enych nizkodévkovou peroralni lé¢bou MTX.

Vlastni vysledky prace jsou prezentovany v kapitole 4, jsou ¢lenény do podkapitol podle
jednotlivé vytySenych cild habilitatni préace. Vysledky jsou prezentovany textovou formou,
ktera je doplnéna Cetnymi tabulkami a grafy.

- Nebyla zjisténa spojitost mezi SNP genu pro MTHER a efektem lécby MTX
(respondéri vs. non-respondéii podle kritérii EULAR) v kohorté pacientti s RA pri
hodnoceni tzv. dominantnim, recesivnim a ko-dominantim modelem. Bylo zjisténo, Ze
genotyp 677CT a 1298 AC je spojen s hor§i odpovédi na lécbu MTX (hodnoceno
ADAS28 po 6-ti mésicich 1écby), ale pouze ve skupiné lécené monoterapii MTX
Soucasné byl pozorovdn synergicky efekt genotypii 677CT a 12984C na horsi
odpovéd’ na 1écbu MTX. Naopak dvojité mutovani homozygoti (677CC-1298CC a
577TT-129844) méli lepsi odpovéd’ na terapii MTX.




- Nebyl shleddn statisticky vyznamny rozdil v efektu lécby MTX (vyjadienym ADAS28)
mezi jednotlivymi genotypy SNP ADORA2A, AMPDI, ATIC, ITPA, MTHFDI a
SLCOIBI.

- Nebyl nalezen statisticky vyznamny rozdil v distribuci genotypii vSech studovanych
SNP mezi skupinou RA pacientii a kontrolnim souborem. Distribuce genotypiu byla ve
sledovaném souboru srovnatelnd s ndlezy publikovanymi z jinych regionii Evropy.

- Byl prokdzdn vztah mezi kombinacemi SNP (haplotypy) a efektem terapie MTX
(vyjadirenym ADAS28). Byl prokazdn vzdjemny vztah (linkage disekvilibrium) SNP pro
MTHFR (C677T a 12984) a adenosinovy receptor (zejména rs3761422, rs2267076
a rs2236624) a dadle vztah mezi SNP adenosinové cesty: ADORA2A rs2236624 +
AMPDI a MTHFDI + ITPA.

- Prokdzdna vys$si prevalence genotypu 677CC (gen MTHFR) u ACPA pozitivnich
pacientii lécenych monoterapii MTX. V pripadé genotypii 677CC a 677CT doslo u
monoterapie MTX k poklesu frekvence ACPA pozitivity béhem Iéchy.

- Prokdzdno 2,5x vyssi riziko ukonceni léchy MTX z duvodu dyspepsie u pacienti
s genotypem ITPACC v celém souboru pacientii a statisticky vyznamné zvySeni rizika
predcasného ukoncéeni 1é¢by MTX z diivodu infekci u pacientii s genotypem ADORA2
r$2236624 CC u pacientit lécenych MTX + glukokortikoidy.

- Pacienti s genotypem MTHFR 129844 (vs. CC+AC) méli statisticky vyznamné castéji
pFitomny revmatoidni uzly a statisticky vyznamné Castéji dochdzelo kjejich tvorbé
v prabéhu 1écby MTX (P=0,018 (OR=3,08; 95% CI (1,20-7,69) resp. P=0,013
(OR=3,55 95% CI (1,22-10,32)). Navic u nosicu alely C (CT+CC vs.TT) SNP
ADORA2A rs2298383 dochdzelo statisticky vyznamné Castéji k tvorbé uzli pri 1éché
MTX (P=0,043(OR=3,5; 95%CI (0,08-1,10))).

Vysledky vyzkumu jsou pfedmétem diskuze v 5. kapitole piedloZené habilitacni préce.
V 6. kapitole formuluje doktor Soukup odpovédi na jednotlivé dil¢i cile habilitaéni préce.
V zavéru své prace uchaze¢ piedklada zavéry své prace ve vztahu ke klinické praxi a
formuluje vychodiska pro dalSi vyzkum.

Hodnoceni habilitaéni prace vychdzi z rozboru jednotlivych kapitol. Jednd se o klinicky
orientovany vyzkum na poli molekuldrni genetiky. Pracovni hypotéza piedpokladd roli
studovanych SNP v predikci odpovédi na [é€bu pacientl s RA metrotrexdtem.  Dil¢i cile
jsou definovany touto pracovni hypotézou. Doktor Soukup postuluje jasné cile své prace a

jejich platnost provéfuje pomoci genové analyzy a jejiho srovnani s parametry ucinnosti a




bezpetnosti 1é¢by MTX a s yybranymi fenotypovymi znaky onemocnéni. Sledovana skupina
nemocnych je dostate¢né velka pro dany typ vyzkumu, sestava z pacientl sRA a z kontrolni
skupiny. Jasné a prehledné jsou prezentovany vysledky m&feni jak v samotném textu, tak
v tabulkach a grafech. Ziskanéa data a informace habilitant kriticky rozebira v diskuzi a
jednoznaéng formuluje zavéry. Prace je psana pe&knym, plynulym a Stivym jazykem.

Literatura je citovéna konzistentné dle pfijimané konvence.

Dotazy na uchazece
a) Jaka vySetieni doporutuje habilitant provadét pied zahajenim 1éCby metotrexatem.
Mohla by byt soucasti t&chto vySetfeni i geneticka analyza? Pokud ano, vySetieni
jakych polymorfismi by mé&lo byt soucasti takového vySetieni?
b) Hodlé se habilitant zabyvat ve svém dalSim vyzkumu i vlivem mikroRNA na regulaci
gendl a jejich exprese, u kterych se piedpoklada, Ze ovliviiuji farmakodynamiku a

farmakokinetiku metotrexatu?

Zavér: Habilitatni prace MUDr. Tomase Soukupa, Ph.D. je kvalitni prace na poli
farmakogenetiky zabyvajici se farmakoterapii RA metotrexatem. Obsahuje fadu zajimavych
poznatkd, které al v praxi zatim nepouZité, obohacuji nase znalosti tykajici se genetickych
faktorl ovliviiujicich farmakokinetiku a farmakodynamiku metotrexdtu. Autor pispiva
tvoréim zptsobem k poznatkim ve zpracované oblasti vyzkumu. Prace prokazuje jeho
vynikajici teoreticke snalosti zkoumané problematiky, diky kterym dokéze jasné formulovat
cile vyzkumu a s pouZitim adekvétnich metod a statistického zpracovéni na né hledat
odpovédi. Doporucuji pfijmout tuto praci v piedloZené form& védeckou radou a po projednani
a Usp&ném absolvovani oponentského fizeni a splnéni zakonnych podminek udélit titul
docenta pro obor vnitfni nemoci. Habilitaéni prace splifuje poZadavky standardné kladen€ na

habilitaén{ prace v oboru vnitini nemoci.
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