OPONENTSKY POSUDEK NA DIZERTAEN] PRACI

MUDTr. JANA SKRHY jr.

»Patobiochemie diabetes mellitus a jeho komplikaci - oxidaéni stres,
mikrozanét a geneticka predispozice”

Téma dizertaéni price je vysoce aktudini. Diabetes mellius patfi mezi civilizatni onemocnéni
s neustale vzristajici incidenci a prevalenci. Na patogenezi tohoto komplexniho
metabolického onemocni, kdy dochazi k poruse glukézové homeostazy, se podileji jak
genetické a epigenetické faktory, tak faktory vnéjSiho prostfedi a zejména u diabety 2. typu
k patogenezi pfispiva velkou mérou nevhodny Zivotni styl. | kdy? se patogeneze diabetu 1.
a2. typu vmnohém li&i, oba tyto typy diabetu jsou spojeny se zavainymi mikro- a
makrovaskuldrnimi komplikacemi. Pravé tyto chronické komplikace jsou pFi¢inou vysoké
morbidity a mortality pacientd s diabetem. Na rozvoji téchto komplikaci se podileji rizné
faktory — krom hyperglykémie, alterovaného sacharidového a lipidového metabolismu,
dlouhodoby oxidaéni stres a v neposledni fadé neenzymatické glykace. Koneénymi produkty
neenzymatickych glykaci jsou pokroéilé produkty glykace (AGEs), které zplsobuji poskozeni
funkci intra- i extraceluldrnich proteind. | pfes velky pokrok znalosti, patobiochemické pfi€iny
vzniku a rozvoje mikro- a makroangiopatie u diabetik( stale nejsou zcela objasnény.
Pozornost vyzkumniki je také zaméfena na hledani ¢asnych markerd, které by pomohly
Vytipovat osoby se zvysenym rizikem, u kterych by byl vhodny preventivni/cileny
terapeuticky zadsah.

Cilem dizertaéni price bylo posoudit vyznam vybranych casnéjiich biochemickych markert
cévniho poskozeni u osob s diabetem 1.a 2. typu. Byl studovan vliv polymorfisma gend FN3K
a GLO1, které kdduji ochranné deglykacni enzymy fruktosmin 3-kindzu a glyoxaldzu 1, na
schopnost jedince vyrovnat se s dlouhodobou glykemickou nalo¥i. Cilem bylo i otestovat
novou neinvazivni metodu méfeni miry glykaéniho postiZeni tkani a jeji mozné vyugiti
v predikci chronickych komplikaci,

Forma a rozsah préce: Dizertace je vypracovéana v ¢eském jazyce, ma logickou stavbu, je
pfehlednd a srozumitelna. Teoreticka &ast (19 stran textu), clenéna do 6 podkapitol,
je vynikajicim pfehledem soucasnych znalosti patogeneze diabetickych cévnich komplikaci,
podrobné je zde popsana zejména neezymaticka glykace, tzn. pivod AGEs a jejich osud
v organismu, jejich receptory a aktivace RAGE, deglykaéni mechanismy, metabolicka pamét,
moZnosti detekce AGEs. Teoretickd &4st dizertaéni prace, doplnéna dlouhym seznamem
citované literatury, svédé¢i o hlubokych znalostech této sloité problematiky. Autor se dotyka
viech aspektd, které bylo potfeba experimentalng feiit. Cile prace jsou jasné formulovany.
Nasleduje kapitola Popisujici struéné soubory pacientd, které byly vyuZity v publikovanych
studiich, pouZité biochemické metody (detailné je zde popsana zejména metoda stanoveni

SRAGE, EN-RAGE, HMGB1) a molekularné genetické metody izolace DNA a stanoveni
polymorfism( gend FN3K a GLO1.




Vysledkova ¢ast je opét prehledné ¢lenéna do podkapitol. Jadrem jsou 3 studie, které byly
publikovany a jsou pfiloZeny in extenso. Nésleduje diskuse vietn& nastinéni dalsiho
smeéfovani vyzkumu. Praci uzavira kapitola Zavér, kde jsou shrnuty zakladni vystupy, a dlouhy
seznam poutité literatury. Dizertaéni prace ma celkem 107 stran, zahrnuje 160 citaci,

7 obrazku a 7 tabulek. Zpracovani svédéi o pedlivosti autora a vysoké formalni Grovni celé
dizertacni prace.

Hodnoceni postupu, metodik a vysledki:

Autor se podilel na kompletaci souborl pacientdi. Osvoijil si metodiky klinicko-biochemické
a molekularni DNA analyzy, zejména metodu RFLP, i fyzikdlni metodu méfeni koini
autofluorescence. Naucil se ziskané vysledky hodnotit za pomoci adekvatnich statistickych
metod a prezentovat. V prvni studii (Exp Clin Endocrinol Diabetes, 2012, IF=1,89) bylo
zjisténo, e pacienti s diabetem 1. i 2. typu maji vyznamné vyssi hladiny markeri endotelové
dysfunkce a ligandi RAGE oproti zdravym kontroldm. Koncentrace sRAGE byla signifikantné
vysSi u diabetu 1. typu, u obou typi diabetu souvisela s dobou trvani diabetu a nejvyssi
hladiny méli pacienti s albuminurii. Poprvé byla u obou typlU diabetu popséana inverzni
zavislost mezi metaloprotedzami MM2 a MMS9, které se mimo jiné podileji na vzniku sRAGE.
Vramci druhé studie (Physiol Res, 2014, IF=1,53) byly studovany polymorfismy genl FN3K
(rs1056534; rs3848403) a GLO1 (rs4746) ve vztahu k pfitomnosti diabetickych mikro-
a makrovaskuldrnich komplikaci. Atkoliv se asociaci s cévnimi komplikacemi nepodafrilo
prokazat, byla popsana asociace polymorfismi FN3K s koncentracemi SRAGE u diabetikd
a asociace mezi polymorfismem GLO1 a markery endotelové aktivace a dysfunkce. Treti
studie (Journal of Diabetes Research, 2013, IF=3,54) potvrdila, Ze metoda koini
autofluorescence dobfe odrai akumulaci AGEs v podkoii, kterd je signifikantné vy&si
u diabetik oproti zdravym kontroldm, koreluje s markery endotelové aktivace/dysfunkce,
korelace s glykovanym hemoglobinem viak nebyla pfesvédéivd. Nejvy3si hodnoty byly
nameéreny u pacientd s pozitivni albuminurii, metoda tak muze byt vhodnym ukazatelem
rozvoje diabetickych komplikaci. Krom téchto 3 publikaci, kde je MUDr. Jan 3krha, jr., prvnim
autorem, se dizertant podilel i na 4 publikacich s IF a 7 publikacich bez IF, které sice nejsou
podkladem dizertacni prace, nicméné se také tykaji diabetu a jeho komplikaci.

Dotazy:

1) Vdizertacni praci je zminéna ,metabolickd pamét, kdy se ukazuje, Ze ani dosaieni
uspokojivé kompenzace u diabetikii €asto nezabrani rozvoji mikro- a makrovaskularnich
komplikaci. Zfejmé se zde uplatiuji vlivy chronického zanétu, oxidaéniho stresu
a epigenetické zmény. Existuji jiz dikazy, Ze by se tyto epigenetické viohy pro rozvoj cévnich
komplikaci pfenasely i na potomstvo?

2) V teoretickém Uvodu pro mne vyvstala otdzka, pro¢ oscilujici hodnoty glykémii zpUsobuji
vétsi poskozeni endotelu nei pouze setrvalda hyperglykémie? A jak si vysvétlujete, ie
i hypoglykémie zvy3uje miru oxidaéniho stresu a zhorsuje funkci endotelu?

3) V Pfiloze 2 (Tab. 2) uvadite incidence diabetickych komplikaci u soubor( diabetiki 1. a
2.typu. Zajimavé je, Ze retinopatie je mnohem &astéjsi u diabetikd 1. typu, na rozdil od
nefropatie i neuropatie @ makrovaskuldrnich komplikaci, které byly zachyceny &astéji
u diabetik 2. typu. Je pro to néjaké vysvétleni?




4) V préci zmifujete i metodiku méfeni autofluorescence oéni éotky, ale vysledky neuvadite.

Mate ui k dispozici data, kters by umoznila srovnani této metody s metodou méfeni kozni
autofluorescence?

5) V 90. letech minulého stoleté byl popsan vitamin C jako velmi uginny inhibitor vzniku AGEs
u modelu potkana, u ¢lovéka bohuZel tento efekt nebyl tak prakazny. Existuji néjaka
farmaka, ktera by zabrafiovala tvorbs AGEs?

Zavér: Dizertalni prace feéi aktuaini problematiku vyznamnou pro zakladni vyzkum i pfimé
klinické aplikace. Dizertant prokazal, Ze ovlada védecké metody, Ze md hluboké znalosti
teoretické. Prace splfiuje vytéené cile, pfinasi nové vysledky, hodnoceni je provedeno
stfizlivé za pouziti validnich metod. Pfedkladatel prokazal, e umi vysledky své prace
publikovat i prezentovat na odbornych sympoziich doma i v zahraniéi. Po formaini strance je
prace zpracovéna vynikajicim zplsobem. Predkladans dizertaéni préce prokazuje
predpoklady studenta k samostatné tvirdi védecké praci.,

Na zakladé posouzeni dizertaéni prace navrhuji MUDr. Janu Skrhovi jr., udélit akademicky
titul ,philosophiae doctor” (Ph.D.).
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