Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Klary Koutské
»Moinosti individualizované farmakoterapie u psychiatrickych pacientii na zakladé polymorfisma
vybranych genli zodpovédnych za metabolismus lIé€iv”

PfedloZena prace se zabyva moznou roli polymorfismi vybranych cytochrom P450 (CYP) a
katechol-O-metyltransferazy (COMT) v metabolismu psychofarmak. Uvod pokryva pomérné velké
mnoistvi relevantnich témat, ktera jsou vSak zpracovana spise encyklopedickou formou a vzajemné
na sebe logicky moc nenavazuji. Pochopeni lékovych interakci popisovanych v kap. 4 by jisté
usnadnila elementarni znalost psychofarmak, o kterych se piSe aZ v kap. 7. V Gvodu postradam
jakékoli informace o predchozich studiich polymorfismi studovanych detoxifikacnich gend, které se
objevuji v tabulkach s vysledky (napf. Sachse et al. 1997 nebo Gaedigk et al. 1999).

V textu se informace ¢asto opakuji, viz napf. definice polymorfismu v kap. 3 nebo typy
metabolizatord vietné zkratek v kap. 2 a 4.3.2. Podivna je i misty pouZivana terminologie, coZ je
patrné dano prekladem z angli¢tiny, napf. ,zisky po¢tu genomickych kopii“ nebo ,,nerovhomérné
kiizové reakce”. U posledné jmenovanych si vyznamem nejsem jist, predpokladam, ze ma jit o
nerovnomérny ,crossing-over“? K ivodu mam nékolik otazek:

1. Vkap. 4.3.1se uvadi, Ze prvni genetické varianty CYP2D6 byly identifikovany v r. 1990 a diky
technologickému pokroku, jmenovité polymerazové retézové reakci (PCR) a Sangerovu
sekvenovani, byly odhaleny dalsi varianty tohoto genu. Jak byly identifikovany prvni varianty
a kdy byla vyvinuta PCR a Sangerovo sekvenovani?

2. Vtab. Il mé zaujaly vysoké frekvence alel v jednotlivych etnikach. Jak si je autorka
vysvétluje?

3. Cojeto alela a co ma znamenat.véta na str. 9 ,Alely genu CYP2D6 se v ramci lidského genomu
vyskytuji ve dvou kopiich, pfi€emz tyto alely nemusi byt shodné.”

4. Jaky je rozdil mezi dédi¢nosti a dédivosti (cf. kap. 6.1)?

Prace si klade za cil vypracovat resersi k tématu, coZ je patrné vySe rozebrany tvod, osvojit si
metodiku, zpracovat vysledky a porovnat je s jinymi studiemi, vyhodnotit vliv individualniho typu
metabolismu na pribéh lécby a , vyvodit odpovidajici zavéry.

Metody zacinaji detailnim popisem fenol chloroformové izolace, kterou viak autorka ve své
praci nepouZila. Dalsi metody uz jsou relevantni a jejich popis je velmi detailni. Autorka napf. uvadi,
Ze extrakce DNA byla provedena komercni soupravou dle doporuéeni vyrobce, coZ by bylo zcela
dostacujici. Nicméné nasleduje velmi detailni popis extrakce doplnény jesté tabulkou s reagenciemi.
Mezi tabulkami X, Xil, XIV a XVI popisujici teplotni profily pouZité pro PCR amplifikaci jednotlivych
CYP jsem nenasel Zadny rozdil a stacila by tedy uvést jen jednou. V tabulce XVII chybi koncentrace
pouzitych oligonukleotidil a na str. 34 je chybné odkazovéno na kapitolu Gelova elektroforéza jako
na 9.2.1. V ni asi neni tfeba u popisu gelové elektroforézy opakované uvddét, ze byl obrazek uloZen
na SD kartu a nasledné do PC. Chybi kriteria pro vybér studovanych vzorka a kotrolni skupiny.

Celkem bylo vySetfeno 49 vzork( na polymorfismy v genech CYP2D6, CYP2C19, CYP2(9,
CYP1A2 a COMT. Polymorfismy byly s vyjimkou COMT detekovény pomoci real-time PCR



s komercnimi soupravami s fluorescenénimi sondami. Jestli jsem to viak dobFe pochopil, detekce
nebyla zaloZena na detekci pfibyvajictho PCR produktu, ale na zakladé tzv. melting peaks, které jsou
ukdzany na pfikladu pouZitych kontrol (Obr. 9-12). Obrazkam chybi detailni legendy a tak si nejsem
jisty, zda dobfe chapu princip této metody. Mohla by mi ho autorka vysvétlit? Co je na Obr. 8?

V textu na né&j chybi odkaz. Polymorfismus v genu COMT byl detekovan pomoci PCR-RFLP.

V kap. 11.6 jsou v tabulkdch a textu uvedeny zji§téné frekvence alel studovanych pacient,
blize nespecifikované a tdajné zdravé kontrolni skupiny dobrovolnik( a data z publikovanych
populaénich studii. Jednim z cilG préce bylo porovnéni téchto dat. Nic takového se viak nestalo. Dle
autorky je sice ,zjevné“ nebo ,zfejmé*“, zZe jsou si frekvence v jednotlivych datasetech podobné,
neproved|a ale Zadné statistické srovnani. Datasety jsou porovnavané od oka, ackoli jeden
reprezentuje nemocné, druhy zdravé, a dalsi patrné reprezentativni populaéni vzorky. Prosim
alespon o ndvrh néjakého smysluplného statistického srovnani. Kapitola 11.7 porovnavé fenotypy
pacientl jako lé¢ebny efekt nebo typ metabolismu, ale nedavi je do souvislosti se zjisténymi
genotypy. Obrézky v této £asti nemaji velkou informaéni hodnotu. V zavéru vysledkd je bez dalSich
podrobnosti zminéna jedina statisticka analyza, mnohorozmérna CCA analyza, ktera
neidentifikovala Zadny statisticky vyznamny faktor vysvétlujici pribéh lé&by u analyzovanych
pacient(.

V Diskuzi v3ak autorka opét rozebira srovnani, rozdily a podobnosti. Pfekvapenim je zjisténi,
Ze tfetina pacient (tj. N=9), ktefi na lé¢bu reagovali pouze ¢aste€né, nese alespori jednu mutaci ve
studovanych genech zodpovédnou za stiedné rychly metabolismus 1ék( a u péti pacientd (z onéch
deviti nebo dal3ich péti?) jsou pfitomné dvé nefunkéni alely. To je potencialn& zajimavé zjisténi, pro
které vsak ve vysledcich postradam oporu. Fenotyp a komplexni genotyp pro jednotlivé pacienty
nikde neni ukazan, ackoli jsou v textu jednotlivi pacienti diskutovani. Autorka také zmirnuje databazi
»The Pharmacogenomics Knowledgebase”. Zde mi neni jasné, zda autorka v této databdzi na zakladé
ziskanych genotypt ovéfila klinickou prikaznost alelickych kombinaci a vhodnost medikace
pacient(.

Autorka dle mého zvladla experimentdlni stranku prace, ma v3ak velké rezervy ve zpracovani
dat a prezentaci vysledki. S hodnocenim prace tak po¢kdm na obhajobu, které se osobné
zUcastnim.

V Ceskych Budé&jovicich dne 20. 5. 2021 RNDr. Petr Nguyen, Ph.D.



