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Oponentsky posudek doktorské disertaéni prace
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Studium mechanismi maligni transformace adenomii tlustého stFeva a konecniku

v karcinom (Mapping the traits involved in malignant transformation of colorectal adenoma
into carcinoma)

PredloZena disertacni prace se zabyva studiem mechanism{ maligni transformace a
snaZi se definovat molekularni markery pouZitelné v procesu nadorové diagnostiky karcinomu
tlustého stfeva (CRC). Nadorova diagnostika v tomto pfipadé zahrnuje analyzu molekularnich
zmén na urovni bunéénych prekurzord, které se vyviji v ¢ase smérem k nadorové proliferaci.
Soudasti prace je také definice ukazatelli potencialni maligni transformace, které by se dali
vyuZit v prevenci a aplikovat v populaci celoplo3né. Osobné povazuju za velky pfinos &ast prace
vénovanou analyze cirkulujicich IncRNA molekul v plazmé, jako soucast analyz na poli tekuté
biopsie.

Cile dizertaéni price byly relativné ambiciézni a k jejich dosaZeni bylo aplikovano nékolik typu
genomickych testii. Samotny vyzkum prekancerdznich stadii CRC, konkrétné prechod kolorektalnich
adenom (CRA) v adenokarcinom zahrnoval genomické a genetické analyzy na nékolika Grovnich:

) analyzu traskriptomu CRA (véetné dlouhych nekédujicich RNA (IncRNA)

i) metylaéni profil DNA z CRA

1) analyzu chromozomalni nestability genomu CRA, vcetné délky telomer a mnoZstvi
mitochondridlni DNA (mtDNA)

V) mutacni profilovani gent spojenych s tumorigenezi v DNA z CRA.

Disertagni price je zaloZena na komentovanych vysledcich prezentovanych v 3 publikacich a 2
manuskriptech  pfipravenych k publikovani. Vysledky byli publikované v renomovanych
mezinarodnich &asopisech (International Journal of Molecular Sciences, International Journal of
General Medicine, Scientific Reports), co potvrzuje kvalitu prezentovanych vysledki a vysokou pracovni
aktivitu PhD kandidatky a védeckého tymu, kterého byla soucasti béhem doktorského studia. Rada
bych na tomto misté vyzdvihla Siroké metodické spektrum doktorandky, které zvladla v ramci
doktorského studia,

Ing. Anna Si$kov4 je prvnim autorem na 3 z uvedenych praci (1x publikace, 2 x manuskript pfipraven k
publikovani). Celd préce je psand jasné a pfehledné, zejména oceriuju struéné shrnuti jak problematiky,
tak vysledkil. Uprava prace vyhovuje formalnim pozadavkdm kladenym na disertacni praci.

Uvod je vénovany literarnimu prehledu o soucasném stavu problematiky, kde se autorka zaméfila
hlavné na oblasti uzko souvisejice s védeckymi otazkami jeji doktorské préce. V dostateném rozsahu
jsou popsan proces karcinogeneze, resp. pfechod adenomu v karcinom, ale také zplsob lécby CRC.
Autorka se vénuje popisu diagnostickych biomarkert a molekularni charakterizaci CRC.
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Konkrétni cile a hypotézy jsou déle specifikovany v kapitole 6 a pak vkomentafi k jednotlivym
publikacim. Metodicka ast je popsana srozumitelné s odkazy na detaily v publikacich. Autorka u kazdé
publikace uvadi, co konkrétné délala sama.

Cile PhD prace byli spinéné na zdkladé vysledkl uvedenych v publikacich a stru¢né shrnutych
v disertaéni praci v Kapitole 8. Ziskané vysledky jsou prehledné popsané a nazorné doloZené
v schématickych zobrazenich (ty bych také rada vyzdvihla), grafech a tabulkach.

Z hlavnich vysledk( bych rdda vybrala nasledovné:

e V prezentované studii (Publikace €. 1) vykazovaly histologicky podobné kolorektalni adenomy
(CRA) velkou variabilitu v chromozomalni nestabilité (CIN). Na zakladé ziskanych vysledki byli
pacienti stratifikovani do &tyF odliSnych skupin. Prvni skupina vykazovala amplifikaci MALAT1
a TALAM1, dlouhych nekédujicich RNA (IncRNA). Druha skupina zahrnovala pacienty s
¢etnymi mikrodelecemi. Treti skupinu tvofili pacienti s narusenym karyotypem. Ctvrtd skupina
pacientt nevykazovala v adenomech Zadnou CIN. Celkové byli identifikovany Casté ztraty genQ,
jako jsou TSC2, COL1A1, NOTCH1, MIR4673 a GNAS, a amplifikace genti obsahujicich MALAT1
a TALAM1.

e Vzhledem k tomu, Ze dlouhd nekddujici RNA MALAT1 je spojena s metastazovanim a migraci
nadorovych bunék, predstavuje amplifikace jejiho genu dileZitou uddlost pro vyvoj adenomu.
Hladina exprese MALAT1 by mohla slouZit jako slibny cirkulujici biomarker pro €asnou
diagnostiku CRA a CRC, a dokonce jako prediktor odpovédi na lé¢bu u pacientd s CRC.

e v navazujici publikaci €.2 mezi pacienty s CRA s amplifikaci MALAT1 a bez ni nebyl zji$t&n Zadny
rozdil v mife exprese MALAT1. Hladina exprese MALAT1 v plazmé v3ak byla vyznamné zvySena
u pacientl s CRC a CRA ve srovnani se zdravou kohortou (v obou pfipadech p<0,001). Byla
zjiéténa korelace mezi expresi MALAT1 a histologickymi typy adenomii -adenomy s vysokym
rizikem CRC vykazovaly také nejvy3si hladiny exprese MALAT1. U pacientii s CRC byly navic
hladiny MALAT1 spojeny s odpovédi na lécbu.

e Srovnavaci molekuldrni analyza CRA a pfilehlé sliznice ukazala (Pfiloha ¢.5), Ze nadmérna
exprese TROP2 miiZe byt spousté&em vzniku prekanceréz. Pritkaz exprese TROP2 v biopsiich
tlustého stifeva by mohl pomoci identifikovat €asna transformacni loZiska.

Ziskané vysledky potvrzuji, Ze autorka ziskala pfi fedeni sledovanych cilii nékolik novych poznatkd

v oblasti nadorové biologie a novych diagnostickych postupi. PfedloZené vysledky jsou téZ dilleZitym
podkladem pro nové strategie v rdmci prevence nebo personalizace lé¢by nadorh u pacient(.

Pfipominky a dotazy:

Véechny publikované &lanky prosly naroénym recenznim fizenim, ktery dostatecné prokazal
jejich kvalitu. K praci nemam Zadné zévainé pfipominky (pouze nékolik preklepi — napf.
framshift misto frameshift mutace, sklofiovani v éeské verzi Souhrnu prace). Dotazy sméruji
k upfesnéni nékterych detaild anebo pfedstavuji navrhy pro dalsi praci a nové hypotézy.
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1)  Skupina vzorkd pacientti (CRA) z prvni testované kohorty (Publikace ¢.1/ n=16)
je zcela jisté zajimavou skupinou sdobfe definovanym genetickym a pak i
transkriptomickym pozadim. Bylo by mozZné vyjadrit se ke stavu telomer a mtDNA této
kohorty? Konkrétné, jaky vlivna mtDNA a telomery méla amplifikace IncRNA MALAT1?

Je dle Vaseho nazoru mozné zahrnout buriky exprimujici TROP2 v CRA do skupiny
nadorovych kmenovych buriek (cancer stem cell)?

Je znamo, do jaké miry je IncRNA MALAT1 exprimovdna v metastastické nadorové
tkani, konkrétné u nddoru CRC? Lisi se tato exprese u pravo- a levostrannych CRA/CRC?

Otazku bunécné heterogenity specidalné u nadorovych onemocnéni se snazi v dnesni
dobé védci zkoumat pomoci single cell RNA sequencing. V pfipadé neomezeného
rozpoctu, byla by single cell RNA sequencing analyza metodou volby pro doplnéni Vasi
studie? Kde konkrétné byste ji pouzila. Neuvazovali jste o kultivaci odebiranych
bioptickych vzork(?

Doporutila by kandidatka zavedeni nékterého ze sledovanych markerd do klinické
praxe a proc?

PredloZend prace fedi problematiku ¢asné diagnostiky nadorové transformace. Analyzovanymi
vzorky je jak zdrava, tak prekancerézni a nadorova tkan, dale pak krevni plazma probandi.

Klinické a molekularni analyzy byli provedené na 3pickovém oddéleni s pouZitim vicerych
metod odpovidajicim sou¢asnym trendim v dané oblasti vyzkumu. Pfilozeny soubor publikaci
dokumentuje, Ze vysledky studii byli publikované v mezindrodnich impaktovanych Casopisech.

Dakladné shrnuti soucasnych poznatki z literatury a vlastni interpretace ziskanych dat
dokazuje, 7e autorka je seznamend s problematikou v dané oblasti a je schopna rozvijet
védecké pfristupy pfi feSeni zvolené problematiky. Celkové dosahla studentka béhem
doktorského studia vynikajici vysledky.

Price prokazuje predpoklady autorky k samostatné tvotivé védecké praci a k udéleni
titulu ,,PhD.“ za jménem.
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