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Oponentsky posudek na disertaéni praci studentky doktorského studijniho programu
Zobrazovaci metody v lékafstvi na 1. LF UK

MUDr. Michaely Bartu.

Vyse uvedena studentka MUDr. Michaela BartG vypracovala disertatni préci snazvem
,Srovnani morfologie, exprese, epigenetickych zmén a mutaci NHF1B v solidnich nadorech a
nenadorovych lézich v ramci studijniho programu: Doktorsky studijni program v biomedicing,
ve studijnim oboru: Zobrazovaci metody v lékafstvi na |. LékaFské fakulté Univerzity Karlovy.

Predkladana disertagni prace se zabyva tkarfiové specifickym transkripénim faktorem HNF1B,
ktery hraje kli€¢ovou roli v embryogenezi celé Fady organi jako jsou ledviny, gastrointestinalni
trakt, pankreas a Zlu¢ové cesty. Jeho vyznam byl doposud studovany zejména v ramci vzniku
vrozenych vyvojovych malformaci getnych parenchymatdéznich organi. Z vySe uvedenych
poznatk@ se nabizi jeho Gloha také v patogenezi solidnich nadori. Doposud véak role daného
transkripéniho faktoru v ramci nadorové transformace nebyla dostatecné prostudovana. Dle
sou€asnych literarnich poznatkd se uvedeny transkripéni faktor miZe na procesu
kancerogeneze podilet jako onkogen nebo nadorovy supresor. Z vyse uvedenych davodu je
téma disertaéni prace vysoce aktudlni.

Disertacni prace je zpracovana v adekvatnim rozsahu, samotna prace i s pfehledem literatury
ma 99 stran. Soué&asti prace je Gvod, vymezeni cil( prace, material a metody, diskuze, zavér,
abstrakt v &eském a anglickém jazyce a prehled literatury. Samostatné jsou doloZeny
publikace, které jsou podkladem diserta&ni prace. Svym rozsahem odpovida disertaéni prace
standardnim poZadavkiam.

Autorka se v ramci svého postgradualniho studia zaméfila na nékolik zasadnich cild:

1. Objasnéni role vy3e uvedeného transkripéniho faktoru v patogenezi vybranych
solidnich nadorid a nenadorovych lézi.

2. Zhodnoceni mozného vyznamu daného transkripéniho faktoru pro diferencialni
diagnostiku jednotlivych lézi.

3. Analyzu mozného prognostického a prediktivniho vyznamu daného faktoru.

4. Mutaéni analyzu genu HNF1B u v3ech nadorovych a nenadorovych tkani's cilem
identifikovat dosud nepopsané somatické patogenni mutace.

5. Provést metylaéni analyzu promotoru genu HNF1B.

V Gvodu predkladané disertacni prace piehledné analyzuje soutasné poznatky o jednotlivych
sestfihovych variantach HNF1B, dale zde uvadi systematicky prehled jak germinalnich, tak
somatickych mutaci HNF1B. V uvedené &asti disertaéni prace autorka take piehledné shrnuje



sou¢asné poznatky o roli HNF1B v tumorigenezi solidnich nador(, véetné poznatki o
imunohistochemické expresi daného transkripéniho faktoru v karcinomech tlustého streva,
ovaria, v nadorech ledvin a v karcinomech prostaty.

Cile prace jsou jasné definovéany. V oddilu materidl a metody autorka pfehledné charakterizuje
jednotlivé kohorty pacientd s nadory tlustého stfeva, karcinomy ovaria, nadory ledvin a
karcinomu prostaty. Detailné charakterizovany soubor nenadorové tkané.

Ke stanoveni imunohistochemické exprese daného transkripéniho faktoru pouzila autorka
standartni imunohistochemickou metodiku, ktera je dostate¢né dokumentovana. V ramci
studie bylo imunohistochemické barveni provedeno jak na celotkariovych fezech tak na TMA.
Hodnoceni imunohistochemické analyzy bylo provedeno na trovni celkového % bunék a také
semikvantitativné s vyuZitim H — skore.

V ramci biostatistické analyzy bylo provedeno ovéfeni normality dat pomoci standartniho
testu a pro dal$i analyzy byly zvolené neparametrické metody testovani, které jsou dostateéné
popsany.

V rdmci molekuldrné biologickych analyz byla provedena jak mutaéni analyza viech kédujicich
oblasti:

1. mutaéni analyza viech kédujicich oblasti HNF1B (exony 1 -9, RefSeq
NM_000458.2) s pfilehlymi intronovymi sekvencemi (+- 15 pari bazi, bp) a
hlubokymi intronovymi sekvencemi dosahujicimi vybrané jednonukleotidové
polymorfismy (rs7527210 a rs4430796 v pfipadé nador( tlustého stfeva, ledvin a
prostaty, které byly v pfipadé karcinomu ovaria dopInény je3té o rs7405776)

2. epigenetickou analyzu metylace CpG ostravku v oblasti HNF1B promotoru

Autorka v uvedené &asti prace pfehledné popisuje jak metodu izolace nukleovych kyselin a
kontrolu kvality nukleovych kyselin tak pfipravu amplikonového MGS a sekvenace, pfipravu
panelové MGS navazujici biostatistickou analyzu dat, analyzu metylace HNF1B promotoru.
Analyzu mikrosatelitové nestability.

Autorka také porovnavala a analyzovala také data z Cancer Genome Database.
Vyge uvedena prace pfinasi prioritni vysledky.

Bylo zji’téno, e exprese HNF1B je signifikantn& vy33i u adenomi tlustého stfeva neZ u
karcinomu, nizkd exprese daného transkripéniho faktoru korelovala s frekvenci a zkracenim
DFS. V rédmci analyzovanych typl nadord ledvin byly také zjistény vyrazné zmény v rozsahu
exprese HNF1B, pfiéemz u svétlobun&éného karcinomu ledviny byla nejvyssi exprese u nadori
grade 1 a klesala s rostoucim gradingem. V pfipadé high grade ser6zniho karcinomu ovaria
byla exprese HNF1B obecné nizka, jeji vyssi exprese byla asociovana pravé s lymfovaskularni
invazi. Nemén& vyznamné jsou vysledky metylaéni analyzy, kde bylo zjidténo, Ze metylace
promotoru HNF1B byla u karcinomu prostaty spojena s vy3sim T stadiem a vy3sim dosaZenim
Gleason skére. Bylo také nalezeno pét variant genu HNF1B tfidy 3-5 : 3 u kolorektalniho
karcinomu, 1 u HGSC, 1 u karcinomu prostaty.



Z uvedené prace také vyplyva, Ze zatimco u vétdiny nadord se chovd HNF1B jako tumor
supresor, u papildrniho karcinomu ledviny se dany transkripcni faktor chova jako proto-
onkogen. Zajimavym zjisténim je také, Ze uroveri metylace muze predstavovat slibny marker
pro ¢asnou detekci High grade serézniho karcinomu ovaria.

Diskuze je velice pfehledné zpracovéna a odpovida standardim disertaéni prace. Vyznamna
je také publika&ni aktivita autorky, kterd pfiklada sest publikaci s impakt faktorem k samotné
disertaéni praci, které souvisi s tématem disertaéni prace. Autorka zaroven uvadi patnact
publikaci s impakt faktorem, které pfimo nesouvisi s tématem disertaéni prace, tfi publikace
bez impakt faktoru a dvé kapitoly v monografiich. Po formalni strance ma disertacni prace
dobrou uroven.

V souvislosti s disertaéni praci mam na autorku nékolik dotazu.

1. Jak si pfedstavujete implementaci analyzy metylace v ramci ¢asné detekce HGSC
ovaria do rutinni klinické praxe?

2. Cim si lze vysvétlit funkci HNF1B jako proton onkogenu u papilarniho renalniho
karcinomu?

3. Jakym zpisobem by mohla byt exprese transkripéniho faktoru HNF1B vyuZita k cilené
terapii nadorového onemocnéni?

Pfedlozenou dizertaéni praci hodnotim jako kvalitni, prokazujici schopnost autorky
samostatné analyzovat a interpretovat dosaZené vysledky, a navrhovat jejich dalsi
perspektivni vyuZiti.

Prace splnila pozadavky kladené na disertacni praci, a proto ji doporuéuji k obhajobé.
Soucasné doporuéuji, aby byl po Uspéné obhajobé autorce udélen akademicky titul doktor
ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych 3kolach ¢. 111/98 Sb.
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