Oponentsky posudek na dizertaéni préci ,,Kvantifikace inzulinové sekrece po podani
syrovatkovych proteint u zdravych jedinct a u diabetiki 2. typu® MUDr. Eleny Wildové

Doktorandka MUDr. Elena Wildov4 se zamé&fila v dizertadni praci na posouzeni t¢inku
syrovatkovych proteinii na stimulaci sekrece inzulinu a porovnava jej s dosud standardné
uzivanym oralnim glukézovym toleranénim testem (OGTT). Vysla ze znamych
publikovanych vysledkii, ze aminokyseliny vedle glukozy téz stimuluji sekreci inzulinu.
Syrovatkové proteiny a zejména vétvené aminokyseliny vedou po peroralnim podani k sekreci
inzulinu jednak piimo, jednak méné vyrazn& i cestou inkretinovych hormont. Cilem prace
bylo prokazat, zda by bylo mozno pouZit syrovatkové proteiny v testu zjistujicim sekreci
inzulinu, a to jednak u zdravych osob a jednak u diabetikt 2. typu se zachovalou sekreci
inzulinu. V pozitivnim pifpad& by pak bylo moZno test vyuzit jako alternativu k b&€Zné
uzivanému OGTT. Doktorandka si polozila dvé hypotézy, jednak zda syrovatkové bilkoviny
vedou k vyznamné stimulaci inzulinu u zdravych osob srovnatelné s jinymi testy sekrece,
jednak zda u diabetikti 2. typu vede pouziti syrovatkovych proteint k sekreci srovnatelné

s iinkem OGTT a soucasné zda piitom nedojde ke vzestupu glykemie na rozdil od stimulace
glukozou.

Struktura dizertaéni prace

V uvodni &asti prinasi prace zéakladni poznatky o fyziologické sekreci inzulinu, tedy o bazalni
sekreci a sekreci stimulované, pfi niZ se uplatiiuji tii faze, cefalickd, gastrointestindlni a
substratova. Autorka vysvétluje struéné mechanismy stimulace sekrece inzulinu glukézou,
aminokyselinami a mastnymi kyselinami. Dale charakterizuje ¢asnou a pozdni fazi sekrece
inzulinu a ukazuje rozdily v prvni a druhé fazi sekrece mezi zdravymi osobami a diabetiky 2.
typu. Dal$i ¢4st je vénovana mléénym bilkovindm se zam&fenim na dosavadni poznatky o
syrovatkovych bilkovinach a aminokyselinach a jejich fyziologickému plisobeni na sekreci
inzulinu u zdravych jedincti a u diabetik® 2. typu. Tyto poznatky pak autorka vyuziva ve
dvou nésledujicich ¢astech, kde se vénuje vlastnimu provedeni testli u zdravych osob au
diabetikii 2. typu (viz dale). Vysledky pak diskutuje v kontextu s dosavadnimi publikacemi ve
svétové literatuie a dochdzi v zavéru ke stanovisku 0 mozném vyuziti navrzeného testu

v klinické praxi. VSechny dosazené vysledky se promitly do dvou origindlnich ¢lanki
publikovanych ve Physiological Research, které jsou vedle dvou dalsich piehledovych sdéleni
ptilohou dizerta¢ni prace.

Po formalni strance ma prace bez pfiloh 99 stran textu, 212 citaci literatury, 2 originalni prace
v Sasopise s IF in extenso a 2 prehledové prace publikované v ¢eském Casopise. Soucasti je
téz pehled o aktivni G¢asti doktorandky na kongresech ¢i jinych odbornych akcich

s prednéskami €1 postery.

Zhodnoceni dosazenych vysledki

V prvni vysledkové kapitole provedla doktorandka u osmi zdravych dobrovolnikl celkem Sest
testl stimulace inzulinové sekrece, tii peroralni a tfi intravendézni. Vedle standardniho OGTT
byla pouzita stimulace syrovatkovym napojem (OWT) a dale kombinaci glukézy a syrovatky
(OWGT). Podrobny popis metod je uveden v originalnim ¢lanku, v dizertaci jsou zminény
zékladni informace. Z nitroZilnich test byl proveden argininovy stimula¢ni test (AST),
glukagonovy stimulaéni test (GST) a jako referen¢ni byl hodnocen nitrozilni glukézovy



toleranéni test IVGTT). U vsech testil byly hodnoceny jednak glykemie ve stanovenych
intervalech (u peroralnich testt v ¢ase -10, 0, 30, 60, 90, 120 a 180 min, u nitroZilnich testd

v &ase -10, 0, 1,2, 3, 5, 7, 10 a 30 min), jednak sekrece inzulinu byla hodnocena z dosazenych
koncentraci C-peptidu v séru ve stejnych intervalech. Doktorandka zdokumentovala

v porovnani se standardnim OGTT signifikantn& nizsi stimula¢ni odpovéd’ po podani jen
syrovatkového napoje, a to jak v dosazenych koncentracich C-peptidu (o 57 %) ve 30. minutg,
tak mensi plochou pod kiivkou C-peptidu (AUC) (0 64 %). Naproti tomu podani glukozy se
syrovatkovymi proteiny (OWGT) vedlo ke zvy$eni sekrece — koncentrace C-peptidu ve 30.
minuté 0 63 % a 036 % v AUC.

Ze srovnani ti intravenoznich testd vyplynuly rozdily jak v sekreci hodnocené C-peptidem,
kdy IVGTT podmitiuje vrchol jiz na konei 1. minuty, kdezto vrchol stimulace po argininu je
za 3 minuty a po glukagonu za 10 minut. Zasadni rozdil je v koncentracich glukozy, nebot
glykemie vrcholi ihned po aplikaci glukozy, kdeZto jeji vzestup po argininu a glukagonu je u
zdravych jedinc minimdlni. Také odpovédi C-peptidu a glykemie vyjadiené plochami pod
kiivkou ukazuji statisticky vyznamné rozdily mezi tfemi stimulaénimi podnéty.

Druh4 hlavni vysledkova kapitola ptinasi originalni vysledky u diabetikii 2. typu. Dva
peroralni testy (OGTT, OWIST) byly provedeny u 16 diabetikii a podrobny popis je uveden
v druhé publikaci oti§téné ve Physiological Research. Na rozdil od skupiny zdravych, kde
bylo podano 40 g syrovatkovych bilkovin, obsahoval test (OWIST) 75 g téchto bilkovin.
Vysledky ukézaly v 90. minuté o 22 % nizsi vrchol koncentrace C-peptidu po OWIST neZ pii
OGTT, pfi¢emz v prvnich 30 minutach byl vzestup C-peptidu u obou testi stejny. Naprosto
rozdilné byly glykemie, které pfi OWIST byly jen mirn& ale nesignifikantné zvySené na rozdil
od vyrazného vzestupu pii OGTT. Kone&né hodnoceni inzulinové sekrece pomoci C-peptidu
ukazalo o 32 % nizsi celkovou odpoved’ (AUCo-180 min) po podani syrovatkovych proteinil nez
po podani gluk6zy, naopak inzulinogenni index byl u syrovatkovych proteini (test OWIST)
vy$8i 0 47 % neZz pti OGTT. Vedle toho byla nalezena pozitivni velmi vyznamna korelace
sekre¢nich odpovédi u obou testl.

Obé skupiny vySetienych, tj. zdravi jedinci a diabetici 2. typu, poskytly velmi hodnotné
vysledky, které svéd&i o moZzném klinickém vyuziti syrovatkovych proteind v testu sekrece
inzulinu. Testem nelze Fe$it abnormality gluk6zového metabolismu ve smyslu prediabetu €i
diabetu, ale sekreéni odpovéd’ B-buiiky 1ze testem velmi dobfe postihnout. Zaroven dizertaCni
prace nastolila fadu dal$ich otazek, které ¢ekaji na objasnéni.

Dotazy a poznadmky k dizertaéni praci

1. U zdravych osob bylo pouZito v testu 40 g syrovatkovych proteind, u diabetikl 2. typu
75 g. Pro¢ bylo pouzito rozdilného mnozstvi? Zdravi jedinci pak nemohou byt
srovnatelnou kontrolni skupinou, coZ asi ani ptivodné¢ zamysleno nebylo.

2. V textu dizertaéni prace (str. 60 i 75) se uvadi individudlni variabilita v souvislosti
s AUC/min (str.60), resp. OWT vs. OWGT a OGTT. Jak byla vypoctena?

3. Jaky vliv na sekreci inzulinu ma slozeni syrovatkovych proteinii? Jak jsou rtizné
vzorky srovnatelné?

4. U studie s diabetiky je uvedeno, Ze u 3 pacientd bylo nutno korigovat glykemii pii
OGTT inzulinem. Jak to bylo provedeno a jak to ovlivnilo vysledky sekrece inzulinu?

5. Reprodukovatelnost pouZzitého testu se syrovatkovymi proteiny zatim nebyla
vySetfena, jak uvadi autorka, existuji o ni tidaje z literatury?



Poznamky k textu:

a) Dizertatni prace ve vysledkové ¢asti pfinasi prakticky zjednoduseny text obou
origindlnich ¢lankd. Nékteré vysledky mohly byt doloZeny navic graficky, coZ by
zvyraznilo ziskané vysledky. Napi. grafické zobrazeni vztahu mezi fazemi inzulinové
sekrece u OWT a OGTT ¢i OWIST a OGTT apod. Také linedrni zavislost zminénou u
inzulinogenniho indexu u OGTT a OWIST (viz str. 69) by bylo vhodné dokumentovat
graficky.

b) V Ceském textu proti pivodnim publikacim jsou nékteré neptesnosti v citacich, nebot’
autorka zmifuje vlastni vysledky soucasné s uvedenim citace zahrani¢nich autord (viz
str. 71), takZe to déla dojem, Ze vysledky se tykaji uvedené citace. Jedna se viak o
ziejme o vyjadieni, ze dosazené vysledky jsou v souladu s pozorovanim jinych autortL.

¢) Nastr. 60 v kapitole 5.2.3 a 5.2.4 shodn& ve druhych vétach by bylo vhodné odlisit
odpovedi pii OWT a OWGT ptimou vazbou sniZeni nebo zvyseni C-peptidové a
glykemické odpovédi k danému testu (napf.. ... AUC/min niz$i o 64 % u OWT, kdeZto
vyS§i 036 % u OWGT ve srovnani s OGTT. V originélni publikaci je to spravné.

d) Misto pojmu ,reference* bych doporugil pouzit pfimé ozna¢eni daného testu, tj.
OGTT nebo IVGTT, nebot’ pak neni plng jasné, co se referenci mini. Opét
v originalni publikaci je to spravné.

e) Nastr. 58 v kap. 5.2.2. ve druhé vé&té by mélo byt piesn&jsi vyjadieni, nebot’ vysledek
uvedeny v zavorce je rozdil mezi hodnotou nalaéno a hodnotou ve 30. min. V textu
vSak uvedend hodnota je vztaZzena k primérnému maximu hodnot glykemie pii OGTT
dosazenému ve 30. min.

f) 'V textu kolisa vyjadfovani parametrii mezi pojmy ,,nalaéno® a ,,laény/a“. Je to bohuzel
obvyklé v rutinni praxi, ale v odborném tisku by mélo byt disledné ,,nala¢no*, nebot’
»glykemie neni la¢nd®, ale la¢ny je jedinec.

g) Nastr. 48 je glykovany hemoglobin uveden s hodnotou 4,3-7,7 mmol/mol, coZ m4 byt
43-77 mmol/mol.

Zaver: Doktorandka v dizertaéni praci piedklada vysledky vlastni prace, v niz doklads, ze
zvladla jak metodiku, tak odpovédéla na formulované hypotézy. Vyse uvedené ptipominky ¢i
poznamky nikterak nesnizuji vyznam prace, maji vést autorku jen k dal§im otazkam, resp.

k formulovéni pfesného odborného textu. Dizertaéni prace napliiuje kritéria kladend na
doktorské studium, autorka doloZila, Ze je schopna dovést praci do publikace v odborném
impaktovaném Casopise. Celkove tudiz doporuduji, aby prace byla pielozena k dalimu izeni
a tedy k obhajobé. ’
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