Laborator personalizované mediciny,
Onkologicka klinika, Fakultni Nemocnice Kralovské Vinohrady, Praha

Oponentsky posudek doktorské disertacni prace
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CTC u kolorektalniho karcinomu (CTC in colorectal cancer)

Predlozend disertacni prace se zabyva studiem cirkulujicich nddorovych bunék (CTC
z angl. circulating tumor cells) u pacientu s kolorektalnim karcinomem (CRC). K analyze CTC je
pouzita metoda High Definition Single Cell Assay (HDSCA), ktera se v prabéhu doby vyviji a
tento vyvoj, zejména v oblasti vyzkumu CRC je dokumentovan i v rdmci predkladané dizertacni
prace. Podstatou zvoleného pfristupu je automatizace vyhotoveni bunécénych preparatq,
hodnoceni bunécné morfologie a automatizovana imunofluorescencni analyza (IF).

Cilem disertacni prace je popsat aplikaci HDSCA ve 2 kohortach pacientl s CRC a
definovat markery, které by mohly byt pouzité v procesu nadorové diagnostiky a onkologické
Ié¢by CRC. Nadorova diagnostika v tomto pripadé zahrnuje analyzu exprese preddefinovanych
molekul na drovni bunék, které byly zachyceny v procesu separace sporadickych bunék. Jedna
se o IF analyzu protein(i v ramci standardizovanych protokoll HDSCA vz.1, 2, 3.

Soucasti prace je také sledovani dynamiky zmén v poétu CTC a v poctu jinych
relevantnich jadernych a bezjadernych element(, které by se dali vyuzit v sledovani odpovédi
na lécbu a aplikovat v onkologii celoplosné.

Osobné povazuju kromé publikovanych vysledk( za velky pfinos Uvodni ¢ast dizertacni
prace vénovanou aktualnimu stavu aplikovani tekuté biopsie do onkologické praxe, zejména
porovnani vySetifeni CTC a cirkulujici nddorové DNA (ctDNA). Ocenuju, Ze se autor snazi
hodnotit aplikaci CTC a ctDNA do klinické praxe komplexné, i kdyz to asi nebylo Uplné soucasti
zadani dizertaéni prace. Rada bych ocenila také definovani socioekonomickych determinantd,
které jsou soucasti onkologické lécby a také zavedeni terminu financni toxicity, ktera je
velkym problémem recentni klinické onkologie.

Cile dizertacni prace byly relativné ambiciézni, a to zejména stran odbéru vzorkd pacientti s CRC
v Case. Samotny vyzkum CTC u CRC byl rozdélen do nékolika ¢asti vazanych na pouzité analytické
metody. Disertacni prace je psana v anglickém jazyce, na 117 stranach. Vysledky védecké prace byli
publikované v renomovanych mezindrodnich casopisech (Cancers), co potvrzuje jejich kvalitu a také
kvalitu védeckého tymu, kterého byl PhD-kandidat soucasti béhem doktorského studia.

MUDr.Drahomir Kolencik je prvnim autorem na 2 z uvedenych praci (1x originalni vyzkum, 1x review
¢lanek, 1x spoluautor na clanku souvisejicim stémou dizeratace, 1x spoluautor mezinarodnich
doporuceni u karcinomu prsu). Dizertacni prace je psana jasné, prehledné a Ctivé, zejména ocefuju
struéné shrnuti jak problematiky, tak vysledkd. Uprava prace vyhovuje poZadavkim kladenym na
disertacni praci, ale mam nékolik formalnich pfipominek, viz nize.
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Uvod je vénovany literarnimu prehledu o sou¢asném stavu problematiky tekuté biopsie, kde
se autor zaméfil hlavné na oblasti Uzko souvisejice svédeckymi otazkami doktorské prace.
V dostatecném rozsahu jsou popsan proces karcinogeneze, zakladni genetické pozadi CRC a také
zplsob lécby CRC. Autor se vénuje popisu klasifikace onemocnéni, diagnostickych biomarker( a
molekularni charakterizaci CRC.

Konkrétni cile a hypotézy jsou specifikovany na strané 43. Metodicka ¢ast je popsana
srozumitelné s odkazy na detaily v publikacich.

Cile PhD prace byli spInéné na zékladé vysledk( uvedenych v publikacich a stru¢né shrnutych
v disertacni praci. Ziskané vysledky jsou prehledné popsané a dolozené v schématickych zobrazenich,
grafech a tabulkach, které jsou zvelké ¢dsti publikovany v éasopisech ve formé, ve které jsou
prezentovany v dizertaci.

Z hlavnich vysledkd bych rada vybrala nasledovné:

- narast hladiny bunék HD-CTC/ml nez 49,77 mezi vzorkem periferni krve pfed resekci a vzorkem
po resekci CRC byl spojen s horsim OS (p = 0,8464, HR = 0,99).

- narust poctu bunék HD-CTC-Apoptotickych o vice nez 12,28 bunék/ml mezi vzorky pred po
resekci CRC byl spojen se zkracenim PFS pacientl (p = 0,0024, HR = 1,01)

- buriky, které vykazuji pozitivitu vimentinu spolu se signalem CD45/31 a vyznacuji se také vyssi
mirou tvorby shlukd, jsou populaci cirkulujicich endotelidlnich bunék.

- byla popsana zcela novd bezjaderni struktura-onkosom (~10um). Fenotyp onkosom( byl
homogenni v celém tvaru s rovhomérnym rozloZzenim imunofluorescencniho signalu. Vétsina
onkosom také exprimovala signal cytokeratinu.

- Neselekéni pristup protokolu HDSCA muze zvysSit porozuméni nadorové patofyziologii
diseminace definovanim novych podtypl bunék, které mohou ovliviiovat maligni procesy.

Ziskané vysledky potvrzuji, Ze autor ziskal pfi feseni sledovanych cilG nové poznatky v oblasti nadorové

biologie a novych diagnostickych postupl. PredloZené vysledky jsou tézZ dulezitym podkladem pro nové
strategie v rdmci prevence nebo personalizace Iécby nadort u pacientd.

Pfipominky a dotazy:

K praci mam nasledujici formalni pfipominky:

- Vyrazné doporucuju nepouzivat zkratky v nazvu dizertace - Nazev: CTC u
kolorektalniho karcinomu bohuzel lidem mimo obor nic nefekne. S tim souvisi i
vytka, Ze prace je psana anglicky, ale anglicky pfeklad nazvu dizertace zcela chybi.

- Do budoucna bych doporucila ocislovani kapitol, které by usnadnilo komentovani
jednotlivych stati

- Jak je spravné poznamenano, prezentovany vyzkum byl/ je komplexni, takie je
pochopitelné, zZe i cile a hypotézy jsou komplexni, ale za danych okolnosti by bylo
zcela urcité vhodné, kdyby autor popsal, za co konkrétné byl v studiich zodpovédny

Vsechny publikované ¢lanky prosly ndaroénym recenznim fizenim, které dostatec¢né prokazalo
jejich kvalitu. Dotazy sméruji k upresnéni nékterych detailt anebo predstavuji navrhy pro dalsi
praci a nové hypotézy.

1) Mohl by PhD-kandidat detailnéji a ndzorné prezentovat metodiku HDSCA (objem
zpracovavané krvi, pocet mikroskopickych skel k automatické analyze ...), ptdm se
zejména kvuli zavedeni novych IF barveni. Kolik mikroskopickych skel by se dle idealné
mélo hodnotit? Jaky pocet bunék povazujete za pozitivni CTC-test (k dneSnimu dni)?
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2) Do jaké miry je pro analytika hodnoticiho imunofluorescencni signal stéZejni intenzita
signalu? Jsou definovany hladiny, kdy se signdl povaZuje za nedostatecny? Je takovy
vzorek barven opakované, nebo se pouZije zcela jiné mikroskopické sklo?

3) Mohl by kandidat alesponn u nékterych vzork(i reportovat prlmérnou velikost
bunécného jadra a cytoplazmy?

4) Bylo by dle Vaseho ndzoru moziné zahrnout bunky exprimujici TROP2 do skupiny
nadorovych kmenovych buriek (cancer stem cell) a vyuZit tyto burky k indikaci
antiTROP2 lécby v budoucnu? Jak komplikované je zavést analyzu dalSiho markeru?

5) Otazku bunécné heterogenity specidlné u nadorovych onemocnéni se snazi v dnesni
dobé védci zkoumat pomoci single cell DNA sequencing/RNA sequencing. V pfipadé
neomezeného rozpoctu, byla by single cell DNA sequencing analyza metodou volby pro
doplnéni Vasi studie? Kde konkrétné byste ji pouZil.

6) NeuvaZovali jste o kultivaci odebiranych odoperovanych vzorkd nadorové tkané pro
zrychleni optimalizace novych IF barveni? Co bylo pouZito jako pozitivni kontrola
barveni v pfipadé CRC ?

7) Kterou kolekci parametrl povaZzuje kandidat za nepodkrocitelné minimum
k definovani CTC ?

8) Doporucil byste zavedeni nékterého z jinych markert do klinické praxe a proc¢?

Zavér:

PfedloZend prace resSi problematiku c¢asné diagnostiky relapsu nadorového onemocnéni
pomoci tekuté biopsie se zamérenim se na analyzu cirkulujicich nadorovych bunék.
Analyzovanymi vzorky byla periferni krev pacientd s kolorektalnim karcinomem a také
periferni krev zdravych probanda.

Klinické a molekuldrni analyzy byli provedené pod vedenim mezindrodné uzndvanych
odborniku s pouZitim metod odpovidajicim soucasnym trendlim v dané oblasti vyzkumu.
Prilozeny soubor publikaci dokumentuje, Ze vysledky studii byly publikovany v mezinarodnich
impaktovanych ¢asopisech.

Komentované shrnuti soucasnych poznatkl z literatury a vlastni interpretace ziskanych dat
dokazuji, Ze autor je seznamen s problematikou v dané oblasti a je schopny rozvijet védecké
pristupy pfi feseni zvolené problematiky. Celkové dosahl student béhem doktorského studia
vynikajici vysledky.

Prace prokazuje predpoklady autora k samostatné tvorivé védecké praci a k udéleni
titulu ,,PhD.“ za jménem.
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