Oponentsky posudek dizertaéni price Mgr. Petry Lukd$ové, roz.Samalikové na
téma s nazvem ,,Genetické pri¢éiny MODY(Maturity-Onset Diabetes of the
Young)- sledovini prevalence mutaei ,MODY* genu v ¢eské populaci
diabetikii a kontrol..*

Oponent: Doc.RNDr.Ivan Mazura,CSe.

Predklddana disertacni price Mgr.Petry LukéSové je orientovana na
komplexni sledovani prevalence nékterych mutaci v genech, iastnicich se
rozvoje MODY (Maturity Onset Diabetes of the Young) v populaénim vzorku
eskych diabetickych osob a srovnavany jsou nalezy frekvenei jednotlivych
mutaci se vzorkem zdravé ceské populace.

Tato disertacni prace ¢itd celkem 134 stran plvedniho textu, tabulek,
schémat a grafil. Je ¢lenéna tradiénim zphsobem, tj. na ,literdmi Gvod (9 stran
textu), kde autorka price v historickém pfehledu upozomiuje na klifové
okamziky vyzkumu MODY-problematiky a na éasovou posloupnost objevii
Jednotlivyeh  gend,  souvisejicich s fenotypovym  projevem  MODY,
V naslednych kapitolach 2-8 jsou pfehledng popsany soudasné znalosti o vetahu
genotyp-fenotyp s konkréinimi vazbami na jednotlivé vyletfované geny (33
stran textu, schémat a obrazki).

Cile price jsou na 2 stranfich textu velice pgkné definoviny a zvlaste
ocefiuji snahu autorky rozdélit tyto cile prace do dvou drovni, tj. do drovné
vlastnich konkrétnich genetickych analyz (str.47), jim2 piedchazi na str. 46 Sirsi
populaéng geneticky tvod, ktery vysvétluje, pro¢ jsou testovdny pravé nize
uvedené geny a v nich vybrané polymorfismy. Tento fakt by se mohl
v budoucnosti stit béZnou praxi, protoZe praci, porovnavajicich zdravou
populaci s populaci osob uréitéhe patologického stavu bude nadéle pribyvat a
pocet souvisejicich polymorfismi nadile poroste.

Popis zpracovavanych soubord je podan na 3 strandch absolutné preciznim
zpiisobem, takZe étendfi je na prvni pohled jasné s jak velkymi soubory autorka
pracovala, odkud je ziskala a zda byly dodrZeny veskeré pravni i etické aspekty,
vyplyvajici z takovéto genetické analyzy, Vysetfované soubory byly jednak
rodokmeny s MODY, u nichZ byl vylouéen diabetes mellitus 1.typu, dile soubor
194 osob sdiagnézou gestatniho diabetu (pouze Zeny) a 339 pacientd
s diagnozou diabetes mellitus 2.typu. Soubory byly sestaveny dle prisnych
WHO kritérii pfedeviim z prazského regionu. Kontrolni soubor zdravych
jedinct byl vytvofen rovnéz z osob prazského regionu a jednalo se o jedince bez
rodinné anamneézy diabetu mellitu 2.typu. Viechny soubory, které byly
vySetfovany jsou popsiny vékem a BMI hednotami. O vyuZiti vysledki
genetickych analyz v této populainé genetické studii byly viechny osoby fadng
informovany.



V kapitole ,Metody™ jsou postupné &tenafi predklidany pouité piistupy a
techniky, potfebné ke klinickému a biochemickému popisu jedince, coz jak
sama autorka uvadi ve své praci je dilem kolektivu 1ékaft a rutinni biochemické
laboratofe Endokrinologického dstavu Praha. Pravé moZnost vytvofeni
komplexniho obrazu pacienta je obrovskym pfinosem a vyhodou
Endokrinologického fstavu Praha, z éehoZ autorka ve své prici nespomné téi.
Vlastni laboratomi ¢innost autorky je zaméfena na zjisovéni frekvenci
genetickych zmeén vyfetfovanych soubori a pouZité metody jsou standarmé
popsany na strinkdich 56-70. Kromé rutinnich izolaci nukleovych kyselin,
amplifikaci, analyz vyuZivajicich restrikéni endonukledzy, autorka zviddla i
technologie specializovangjsi jako napf. analyzu mutaci pomoei teplotni gelové
gradientove elektroforézy (TGGE) nebo metodu zjistovini jednovlaknovych
konformaénich polymorfismi (SSCP) a v neposledni fadé také samotnou
sekvenéni analyzu, bez jejihoZ potvrzeni si nelze hledani novych polymorfismi
dnes piedstavit. Pro dosaZeni cili price byly molekulirné genetické techniky
zvoleny citlivé se znalosti technologickyeh mezi jednotlivich pouZitych technik.
Dobré laboratorni zazemi, v ném2 préce v letech 1999-2007 vanikala, dokladuje
i konkrétni spoluprice na tématu s renomovanymi universitami v Némecku a
Holandsku (napf. poskytnuti positivnich kontrol pro TGGE techniku).
Statistické zpracovani ziskanych dat je vsouladu skritérii, kterd jsou na
obdobné populatné genetické studie kladena. Vyhodnoceni frekvenci alel a
genotypil jednotlivych polymorfismi a jejich vztah k antropometrickym &
biochemickym parametrim odpovidd soutasnym ndroénym poZadavkim na
podobné randomizacni studie (vztah geneticky polymorfismu-intermedidami
fenotyp,napf. hladina konkrémiho metabolitu- klinicky fenotyp).

Vysledkovd Cast disertacni price se nachizi na 22 stranich textu, bohaté
doprovizena tabulkami s antropometrickou a biochemickou charakterizaci
Jednotlivych soubord. Viastni genetické analyzy jsou prehledn® dokumentovany,
Jak v tabulkach, tak v obrazové dokumentaci konkrétnich TGGE a SSCP analyz.
Sledoviany byly jednak sekvenéni varianty v genu pro enzym glukokinizu
(exony 1a-9). Vtomto genu byly nalezeny 2 nové mutace [VS4+CE7A a
IVS2+G1 A, Definovano bylo zastoupeni MODY2 u testovanych 12 MODY
rodin z 16,7%. Sledovén byl rovngZ polymorfismus G30A v B-promotoru
glukokindzového genu a nebyly nalezeny vyznamné rozdily mezi testovanymi
soubory. Pfinosné se ukazuje porovndni G30A polymorfismu v GCK genu
s antropometrickymi a biochemickymi parametry sledovanych soubor(. Dalsim
sledovanym polymorfismem byl polymorfismus A98V (C292T) v genu pro
transkripéni faktor HNF-1 alfa, ktery se dle literarnich pramenii vyznamnou
mérou uplatfiuje pfi expresi nékterych genli v embryogenezi jater, beta bunék
pankreatu, ledvin ¢&i stfevnich bunék. Ukazuje se jako dilezity faktor
glukdzového transportu svoji moZnou vazbou do promotord & enhancert



cilovych geni. Eventuelni nalez sekvenénich wvariant tohoto transkripéniho
faktoru miZe vést k Gvaze o variabilni genové expresi a jeji regulaci.

Casti ,Diskuse™ a Zavéry* této disertalni price jsou prezentovény na 8,

resp. 3 strandch textu a autorka v nich velice zasvécené a s prehledem hovori o
moZnych disledeich nalezenych polymorfismi na fenotyp jedince.
Veskeré cile disertatni préce, ktere si autorka se svou Skolitelkou vytkly, byly
naplnény. Za velmi cenny metodicky pfinos price pro eventuelni pozd&si
rutinni  analyzu GCK-polymorfismil povaZuji zjisténi, Ze shoda v detekci
positivnich nélezi mezi technikou TGGE a SSCP byla 100%-ni. To dovoluje do
budoucna pouzivat technologicky méné naroénou metodu SSCP (pozn. TGGE
je naroénéjsi kvili GC clampim primert, nelze pou#it u viech systémii) pro
rutinni praxi. PFi bliz8im pohledu na MODY rodiny byly nalezeny dvé zcela
nové, dosud nepopsané, mutace a | mutace jiz dfive odhalend. Za jev spise
ojedinély lze povazovat ndlez nové mutace v GCK-genu v homozygotnim stavu,
Prinosnym zjidténim je zhruba polovitni vyskyt MODY2 v celkovém MODY
souboru oproti dfive publikovanym datim.U dalSiho testovaného polymorfismu
-30G-A v B-promotaru GCK genu byl zjistén vliv homozygotniho stavy
minoritni alely A na zvyeni hladin glvkémie a na zvy8eni inzulinové rezistence.
Autorka uvadi, Ze vliv tohoto polymorfismu vykazoval charakier efektu
davky.U polymorfismu v HNF-lalfa genu nebyla nalezena vy3si frekvence alely
T v souborech diabetik(i a nediabetikil a nebyl prokézdn vliv polymorfismu na
sniZenou inzulinovou rezistenci. Zajimavym zjiSténim je lepéi funkee beta bunék
pankreatu u jedinc s heterozygotnim wyskytem HNF-lalfa  (C292T)
polymorfismu.

Autorka ve svych zavirech hodnoti objektivné visledky své molekularné
genetické prace a vyslovuje domnénku, Ze testované polymorfismy se v expresi
diabetu mellitu 2.typu ¢i gestatniho diabetu v éeské populaci pFilis neuplatiiuji.
V této souvislosti bych si dovolil pfipomenout, Ze dosud kompletované soubory
by bylo tfeba do budoucna pofetng ddle roziifit, a #e i zdanlivé okrajové se
jevici vliv uréitého polymorfismu mi2e vinterakei sdaldimi nalezenymi
genetickymi faktory ziskat na vyznamu a vést ve svém disledku k odhaleni
alternativnich metabolickyeh procesi jedince.

K préci bych si dovolil mit nasledujici, spise ,kosmetické™ dotazy:

1/ Jaka East laboratomni éinnosti byla zpracovdna autorkou samostatné a do jaké
miry se na genetické cdsti disertaéni prace podilel také kolektiv laboratofe
molekulami endokrinologie?

2/ Byla sekvenéni analyza nalezenych mutaci testovina opakované?



3/ Jakym smérem se bude ubirat dalfi vyzkum pfedeviim v oblasti interakce
genll a faktord vnéjiiho prostfedi, o nichZ autorka v samém zdvéru price na
str.105 hovoti?

4/ Je snahou autorky a celého kolektivu, vedeného pani RNDrBélou
Bendlovou,CSc. spife sledoval cestu populaéné genetické analyzy velkych
(nadndrodnich) soubori nebo radéji ekonomitéjdi cestu, zaméfenou na mendi,
zato ale dikladn&ji popsané soubory?

Zavérem je nutné konstalovat, Ze prace je psana kultivovanym &eskym jazykem
bez ,slangovych® wyrazil, kterych jsme Casto svédky u praci laboratorné
zaméfenych. Take technickd Groven pfedkladané disertadni price je odpovidajici
soudasnym pocitatovym a grafickym moZnostem.

Ze shora uvedenych divedl konstatuji, Ze price nese viechny rysy
samostainého védeckeho pojednani a proto navrhuji komisi, aby prace byla
pfijata k obhajobé, byla hednocena kladné a kandidatce, Mgr.Petie Lukddové

byl udélen titul PhD.
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V Praze, dne 28.5.2007 Doc.RND. w"’m o)
“““pponent



