Oponentsky posudok na pisomnu pracu k obhajobe dizerta¢nej prace v Studijnom
programe Molekularni a bunécna biologie, genetika a virologie

»Role genu WTI a dalsich molekularne-biologickych abnormalit u germinalnich
nadorii varlat*

Dizertacnd praca v odbore Molekularni a bunécna biologie, genetika a virologie, ktoru
vypracovala Mgr. Violeta Bakardjieva-Mihaylova, ma 99 stran, je doplnend bohatou obrazkovou
a tabul’kovou dokumentéciou a obsahuje primerané mnozstvo citécii, z ktorych dostatocny pocet
pochadza z prac publikovanych za poslednych 5 rokov. Predlozena praca mala 8 hlavnych ciel'ov
tykajucich sa odvodenia chemorezistentnych bunkovych linii, ich molekuldrnej charakterizacii,
hodnotenia bunkového cyklu a prolifera¢nych vlastnosti bunkovych linii, stanovenie expresie W71 a
jeho Styroch izoforiem a detekciu jeho mutécii v pacientskych vzorkach a bunkovych linidch. Autorka
sa d’alej venovala detekcii mutacii vo vybranych génoch (BRAF, TP53, RAS a KIT), ktoré
povazovala za zmysluplné ciele s ohl'adom na biologiu germinativnych nadorov testis (TGN). U Casti

pacientkych vzoriek si dala za ciel’ skrinovat’ mutacie pomocou celoexomového sekvenovania.

Aktualnost’ zvolenej problematiky: TGN st unikatne z pohl'adu biologického a terapeutického a
dodnes presne nevieme odpovedat’ na dve dolezité otazky: 1) preco su tieto nddory také vynimocne
citlivé na chemoterapiu, i1) preco sa u Casti pacientov vyvija rezistencia. Kedze ide o vysoko aktudlny
medicinsky problém so zasadnymi medzerami vo vedomostiach, ocetiujem vol'bu danej problematiky

pozitivne. V tomto kontexte povaZujem pracu za vysoko aktualnu.
Zvolené metddy spracovania: Autorka zvolila vhodné met6dy primerané stanovenym cielom.

Dosiahnuté vysledky: Medzi najddlezitejSie vysledky prace patri odvodenie origindlnych cisplatina
rezistentnych bunkovych linii NCCIT a TCAM. Tieto bunkové linie m6Zu aj nad’alej sluzit’ k Stadiu
mechanizmov rezistencie u TGN, jedna sa o unikatne bunkové linie, ktoré¢ su vo svete v CDDP
rezistentnej forme dostupné len na niekolkych pracoviskach systematicky skimajiacich biologiu
TGN. Origindlne st zistenia o zniZenej expresii WT1 v nadorovom tkanive TGN s prevahou
izoforiem s chybajiucim exdénom 5. Autorka vyslovila hypotézu, zZe sa moZze jednat’ tumor supresorovy
gén dolezity v patogenéze TGN. Zaujimave je zistenie znizenej expresie TP53 v metastazach, ¢o
podciarkuje ulohu tohoto tumor supresorového génu v metastatickom procese. Za dolezité tiez
povazujem zistenie pritmnosti mutacie v géne ATRX, ktory sa zapdja do mechanizmov
remodelovania chromatinu, pravdepodobne ovplyvnenim DNA metylacie. Z mdjho pohl'adu vSak za
pozornost’ stoji hlavne gén NSDI, ktory autorka nasla mutovany u 33% pacienov a gén SETD2,

mutovany u 11% pacientov. Ide o histon metyltransferazy, u TGN zatial vela o histonovych



modifikaciadch nevieme, avSak vieme, Ze epigenetické signdly maju v patogenéze a vzniku

rezistencie na chemoterapiu silny vplyv.

Diskusia je cCitava, spravne vyvazend, diskutuje nové vedecké poznatky z oblasti molekularnej
biologie TGN, snazi sa interpretovat’ vlastné zistenia a kriticky menuje a zohladnuje pripadné

nedostatky.

Splnenie ciel'a prace: Autorka v plnom rozsahu splnila vytycené ciele prace. Jej vyskum, ako aj
vyskum celého vyskumného timu bol publikovany vo viacerych prestiznych zahrani¢nych
Casopisoch, o ¢om svedcia aj scientometricke ukazovatele autorky vo v¢asnej faze vedeckej kariéry,

H index (HI Scopus = 2) ako i citacny ohlas (SCOPUS = 56).

K préci ako 1 k jej tézam mam niekol’ko podnetov do diskusie:

1) Kde vidi autorka najvyssi prinos zisteni o W71 u TGN? Ako vysvetl'ujete fakt, Ze WTI je
downregulovany u TGN, ale aj u testikularnych stromalnych nadorov? Tieto dve skupiny nadorov
maju podstatné odlisné klinické spravanie. Z Vasho zistenia by mohlo vyplyvat’, ze WT1 nema

zasadni TGN-§pecificku tlohu, ale mohol by byt univerzalnym tumor supresorom?

2) V diskusii ste sa pokusili vyslovit' dovody, preco sa Vam podarilo vytvorit’ NCCIT rezistentny
klon, ale nie NTERA2. Mohol by za I'ahko vznikajticou rezistenciou NCCIT stat’ aj fakt, Ze pochadza
z primarneho mediastindlneho nesemindmu? Aky je vyvojovy povod primarneho mediastinalneho

neseminomu, lisi sa od gonadalnych germinativnych tumorov?

3) Myslite, ze pouzitie klastrov microRNA371-373 pre diagnostiku TGN sa dostane do klinickej
praxe? Aké sl'ubné su data z doterajSich §tadii? Aky je vyznam microRNA375 pri stanoveni z

periférnej krvi?

4) Ktory z existujucich biomarkerov povazujete za sl'ubny terapeuticky ciel? Existuju predklinické
data o efektivite cielenych lieCiv, ktoré¢ by viedli k signifikantnému protinddorovému ucinku na

podklade $tudia mechanizmov rezistencie? (s vynimkou 5-azacytidinu, ktory ste v praci spomenli)



Konstatujem, Ze predlozend dizertacnd praca k obhajobe v odbore Molekularni a bunécna
biologie, genetika a virologie, je kvalitne a dobre spracovana po formalnej i odbornej stranke.
Dizertand praca odraza systematické a konStruktivne vedecko-vyskumné usilie, preto ju
hodnotim vel'mi kladne. Autorka v plnej miere spiia kritéria stanovené vyhlagkou.

Pracu odporticam k obhajobe. Po jej ispeSnom obhajeni odportic¢am udelenie

akademickeého titulu “philosophiae doctor* (“PhD.*)

V Bratislave dna, 8.6.2020 doc. MUDr. Michal Chovanec, PhD.’ .
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