Oponentsky posudek na magisterskou praci Venduly Zemanové
Vztah Leidenské mutace a rezistence na aktivovany protein C

Autorka se ve své diplomové préci vénuje problematice vrozenych trombofilnich stavi a jejich vztahu
s rezistenci na aktivovany protein C. Méla moznost vyuzit pfistup k datim z hematologické a
genetické laboratore Nemocnice v Ceskych Budéjovicich a také ke klinickym datiim jednotlivych
pacientll. Viechna data byla zpracovavana anonymné. PovaZuji za velmi pfinosné, Ze studenti obort
Klinicka biologie a Biomedicinska laboratorni technika maji moznost v ramci svych diplomovych praci
spolupracovat s ceskobudéjovickou nemocnici a studovat vztahy mezi riznymi biomarkery,
mutacemi, a patologiemi. Studenti si tak mohou vyzkouset, jak probiha analyza klinickych dat, a
mohou ziskat zkusenosti, diky nimz budou po absolvovani studia schopni zastat pozici bioanalytika.

Nicméné analyza klinickych dat vyZaduje, aby byla maximaini pozornost vénovana vybéru spravné
metodiky, jakou budou data srovnavana. V experimentalini biologii idediné sledujeme jednu
proménnou, a to z divodu minimalizace poctu faktor(, ovliviujicich vysledek. Napfiklad pouzivame
maximalné geneticky shodné (inbredni) kmeny mysi. Pokud sledujeme klinicka data pacientd, jsme
postaveni pred Siroké spektrum faktord, které mohou ovlivnit nase pozorovani. Tato skutecnost je
dobfe znama, a proto existuji statistické metody (vicerozmérné regrese), které umi odfiltrovat nebo
zohlednit mnoho sledovanych faktor( najednou. S vétsi presnosti pak mizeme urcit vliv jednoho
konkrétniho faktoru na sledovany parametr. Pfedkladana prace bohuzel vykazuje zakladni nedostatky
ve zpracovani dat, co? je velkd §koda a jeji nejvétsi slabina, spolu s nedostatecnou praci s referencemi
a dostupnou literaturou. Oba nedostatky rozeberu podrobnéji p¥i hodnoceni jednotlivych oddild.

Uvodni reserée k tématu je napsana srozumitelné a celkové plisobi dobrym dojmem. Nicméné musim
velmi kritizovat nedostate¢nou praci s dostupnou literaturou. Autorka témér vylucné (az na 4
vyjimky) cituje 1ékafské ucebnice, z nichZ vétsina je uZ zastarald. Dokonce cituje Wikiskripta. Jak
nadmérné citovani ucebnic, tak citovani Wikipedie a jinych internetovych zdrojl studentim velmi
nedoporulujeme a kazdoro¢né na tyto zékladni chyby pfi psani diplomek poukazujeme pfi
katedrovych seminafich. Jednim z Gceld diplomové prace je naucit se praci s védeckou literaturou,
prace s databdzemi, s anglickymi texty atd. TéméF vyhradnim pouZitim Ceskych uéebnic se autorka
této vyzvé vyhnula a velmi si tak usnadnila praci. Navic se autorka vénuje tématu, k némuiz Ize ve
védeckych databazich dohledat tisice védeckych ¢lanka, které se zabyvaji pfimo zadanym tématem, a
proto i reserse mohla shrnout nejnovéjsi poznatky a diskuze mohla vysledky dikladnéji porovnat s
literaturou. Jen pro informaci, pokud do databaze PubMed zaddm heslo Activated protein C
resistance Leiden, vyskoti 969 praci, experimentalnich, klinickych i souhrnnych, napf. jen z roku 2017:

Baraban E, Siddon A, Tormey C. Discordance Between Functional Screening and Genetic
Confirmatory Diagnostic Tests: A Retrospective Analysis of Activated Protein C Resistance
and Factor 5 Leiden Testing Over a 5-Year Period. Am J Clin Pathol. 2017 Mar
1;147(suppl_2):5163-S164

Perez Botero J, Majerus JA, Strege AK, Johnson RD, Chen D, Pruthi RK. Diagnostic Testing Approaches
for Activated Protein C Resistance and Factor V Leiden: A Comparison of Institutional and
National Provider Practices. Am J Clin Pathol. 2017 May 2.

Pouziti obrazki genu pro protein C nebo proteinu Faktor V z 22 let staré ucebnice je nevhodneé.

Dalsi pfipominky a otazky k uvodu jsou tyto:

Obr. 15 ukazuje mutaci v jednom tripletu, ale v aminokyseliné neni rozdil. Co kéduje triplet CGA a co
CAA? Na str. 25 autorka uvadi, 7e APCR miiZe byt kromé jednobodové mutace v genu pro FV
zpisobena neznamym defektem. Citovana je uebnice z roku 2004. Je moiné, Ze jde o zastaralou
informaci? Jaké jiné pficiny ma APCR?




Cile prace jsou srozumitelné definovany, i kdyz bych spojeni ...cilem prace je vztah Leidenské
mutace... nahradil ...cilem prace je analyzovat vztah Leidenské mutace...

Diagnostické metody predpokladam autorka sama nepouzivala, ale jsou popsany dostatecné. Na str.
36 se pise, Ze specifickym aktivatorem proteinu C je hadi jed. Jaka konkrétni slozka hadiho jedu je
tim aktivatorem?

Autorka vyhodnotila uctyhodny vzorek pacientl z hematologické a genetické laboratore (1897, resp.
3237 pacient(), z toho vyclenila 610 pacient( s Leidenskou mutaci. Nakonec vsak skoncila s 55
pacienty, k nimz $la dohledat i klinicka data. Z nich bylo 32 s pozitivnim a 23 s negativnim klinickym
nalezem. To jsou bohuzel posledni ¢isla, predstavujici pocet pacientt v jednotlivych skupinach. Toto
je prvnim pochybenim pfi analyze dat, protoze velikost zkoumané skupiny je jedna

z nejpodstatnéjsich informaci. Od grafu 3 dale postradam u grafu informaci o tom, co a v jakych
jednotkach je prezentovano. Jednotky pro graf 3 jsou popsany v textu, coz je nedostatecné a navic
neni pfilis vhodné prezentovat data v riznych jednotkach v jednom grafu. Graf 4 je vyjadren

v procentech. Neni viak uvedeno, k ¢emu se procenta vztahuji. Co je 100%?

Mimochodem u viech sloupcovych grafii chybi chybové tGsecky, které jsou velmi dilezité pro
vyhodnoceni rozptylu hodnot. V prezentaci je tfeba ukazat grafy s chybovymi Gise¢kami, a to bud’
smérodatnou odchylku (SD) nebo standardni chybu priméru (SEM). Stejné tak je treba uvést
velikost jednotlivych porovnavanych skupin. Na grafech 7 a 8 je vidét nedostatek statistického
zpracovani. Graf je pouze popisny, neda se z néj vycist Zadna zavislost Ci korelace. Navic autorka
uvadi, Ze hodnota D-dimer( je ovlivnéna graviditou, ta vsak neni nikde zohlednéna. Podobné obr. 8
pouze ukazuje priméry hodnot APCR a D-dimer( pro jednotlivé diagnozy, ale k urceni toho, zda
existuje néjaka korelace mezi diagnozou, hodnotou APCR a D-dimer( je tfeba srovnavat

s fyziologickym stavem, tj. negativnim klinickym nalezem. Zde uz by byla namisté vicefaktorova
analyza, coz neni trividlni analyza, ale vzhledem k tomu, Ze prace je zaloZena vyhradné na analyze
klinickych dat, pfedpokliadal bych, ze autorka vyvine vétsi tsili smérem k nalezeni spravného
pristupu. Podobné tak na obr. 9. U obr. 10 mi chybi rozdéleni na muze a Zeny, vzhledem

k vyznamnému vlivu gravidity na hladinu D-dimerd.

V diskuzi na str. 47, kde autorka piSe: ,Ne vidy nizkd hodnota APCR znamena pfitomnost klinického
projevu. Napfiklad pacient X ma hodnotu APCR 1,82 s 1 klinickym projevem (potrat). Aviak pacient Y
ma hodnotu APCR 0,84 a presto je bez klinickych projevi.” Pfesné z tohoto dliivodu se pouziva
statistické vyhodnoceni, abychom zjistili, zda existuje néjaka tendence, kdyz se vyhodnoti vétsi pocet
pacientd. Str. 48 prvni odstavec — autorka uvadi, Ze graf 5 ukazuje viditelné niz$i hodnoty, atd... Ve
védeé plati pouze statisticka prikaznost, ocividnost mize byt zavadéjici. U grafu €. 7 a 8 autorka
zminuje mozny vliv téhotenstvi — Méla autorka informaci o téhotenstvi pacientG? Bylo moiné
oddélit skupinu téhotnych Zen? V dalsim odstavci autorka zminuje chybu malych Cisel, tj. chybu
zptisobenou malym poctem jedincl ve skuping, kde jedna vybocujici hodnota zméni vyznamné
primeér skupiny. Pravé proto se v grafech uvadi smérodatna odchylka, pfipadné stfedni chyba
primeéru.

Autorka ke konci diskuze zmiriuje mozné pfedpovédni metody pro trombdzy, napf. pocty desticek.
Cituje ucebnici z roku 1999. Zajimalo by mé, jaké jsou nejnovéjsi metody predikce trmbotickych
stavi. Ocenil bych, kdyby tuto informaci autorka vyhledala v n&jaké odborné souhrnné praci.

Celkové je vidét, Ze autorka praci vénovala dostatek ¢asu a pozornosti a o téma se zajima. Nicméné
vzhledem k tomu, Ze je studentkou PFF jiz dlouha léta, méla by védét, jaké jsou zakladni pozadavky
jak pro praci s védeckou literaturou, tak na diplomové prace. Dale vzhledem k tomu, Ze hlavni naplni
prace bylo zpracovani klinickych dat a zjiStovani vztahd mezi riiznymi faktory, méla autorka svou




pozornost naprit smérem ke spravnému pouZiti vhodnych statistickych metod, protoze jediné tak lze
jakoukoliv zavislost a pficinny vztah odhalit. Autorka bezpochyby vi nebo by védét méla, ze na PFF
pusobi celd rada odborniki na statistiku, ochotnych konzultovat statistické problémy, existuje nékolik
kurzi — Biostatistika Ci Statistika v preklinickém a klinickém vyzkumu. Proto nelze zakladni nedostatky

v prezentaci a vyhodnocovani dat prehlédnout.

Praci Venduly Zemanové jednoznacné doporucuji k obhajobé, kvili zminénym zavaznym
nedostatkim vsak navrhuji znamku 2-3. Pokud budou dostate¢né adresované viechny tu¢né
vyznacené otazky a pfipominky v prezentaci (predevsim grafy s chybovymi tiseckami), rad se
prikionim k lepsimu hodnoceni.

V Uvalech 13.5.2017
RNDr. JindFich Chmelar,
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Oponentsky posudek magisterské diplomové prace
studentky Bc. Venduly Zemanové natéma

Vztah Leidenské mutace a rezistence na aktivovany
protein C

Studentka Bc. Vendula Zemanova si zvolila za téma své bakalaiské prace velmi
zajimavy koncept tykajici se posouzeni vztahu Leidenské mutace a APCR. S ohledem na
skute¢nost, Ze koagulacnimi metodami vySetfena APCR ¢Casto predikuje zachyt Leidenské
mutace, povaZzuji osobné téma za velmi atraktivni.

Prace v Gvodni ¢asti zpracovava piehled teoretickych dat Eerpanych z dostupné
literatury, kde shrnuje jednak informace o hemostaze obecné, v samostatné obsahle
kapitole si pak v§ima hyperkoagulace jako takové a dopodrobna popisuje vrozené
trombofilni stavy. Vy¢€et podanych informaci je obsahly, Gdaje jsou logicky Elenéné.
Autorka v$ak ob¢as zachazi do nadbyte¢nych detaill, které jsou samy o sobé
nepochybné velmi zajimavé, ale vnimam je jako informace mimo ramec zvoleného tématu
(napf. informace o diagnostice akutni plicni embolizace s vyétem biomarkera).

Ve druhé €asti prace se autorka vénuje vlastnimu vyzkumu. Ziskané udaje jsou
precizné rozdéleny a zpracovany z rliznych aspektl, ziskana data jsou prehledné
prezentovana a pro lep$i nazornost zpracovana i ve formé grafi. Na zacatku této &asti
jsem si pov8iml nerovhomérného vyvazeni v zastoupeni genderu, nicméné rozumim tomu,
Ze autorka pracovala s jiz danym vzorkem a nemohla si vstupni podminky stanovit sama.
Toto ovéem maze ovlivnit porovnani primérnych hodnot napfi¢ pohlavimi, jako je uvedeno
v grafu €.7. K mému velkému prekvapeni v8ak v textu i v grafickém vyjadieni zcela chybi
udaje, které by prezentovaly vyt€ené téma prace!!, naproti tomu je mnozstvi dat
porovnanim hodnot APCR a D-dimer(.

PredloZeny text je po obsahové strance rozsahly; pro argumentaci jsou vyuzity
dostupné literarni zdroje, seznam pouzité literatury je obsahly. Text je dopinén mnozstvim
nazornych schémat, pfehlednych tabulek a grafl, které popsanou problematiku shrnuiji.

Ze strany faktické by stalo nepochybné& za vysvétleni, pro¢ je uvadén F. IX za
nejvyznamnéjsi ve vnitini cesté koagulace. Fakticky nespravné je i tvrzeni, ze
,Endotelialni burika, ktera vaze protein, se nazyva trombomodulin“. Terapeutické rozmezi
INR uvedené 2,0-43,0 je, pfedpokladam, pouhym pieklepem. To je pouze vycet nékterych
nesrovnalosti.

Po strance jazykové je text psan srozumitelné, ale nékteré z kapitol v teoretické ¢asti
jsou psany az pfili§ hutnou formou — ackoliv se v této problematice dokazu orientovat,
misty jsem musel &ist odstavce opakované, abych pochopil jejich smysl. Opakované mi
v nékterych vétach schazelo vyznamové sloveso (napf., Toto vysetieni neumoziiuje
heterozygotni a homozygotni formu F V Leiden.“). Nékteré formulace povazuiji za
neobratné (napf. v kapitole ,Hemostaza"“ véta: ,V tomto piipadé se srazenina nazyva
koagulum®- neuvédomuiji si jiny odborny nazev pro jiné pfipady).

Praci s piihlédnutim k v8em vySe uvedenym charakteristikdm hodnotim jako dobrou.

Otazka k obhajobé:

Uvadite, Ze rezistence na aktivovany protein C se klinicky projevuje az v dospélosti — mate
z literatury informaci, pro¢ tomu tak je?
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