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Oponentsky posudek disertacni prace Mgr. Veroniky Mikulové
,Laboratorni diagnostika mikrometastaz u pacientek s karcinomem prsu“

Piedlozena diserta&ni prace ma 106 stran véetné 16 tabulek a 29 obrazkl a
graftl, autorka v praci cituje 102 recentnich publikaci. V pfiloze jsou uvedeny 2 prace
in extenso, které byly publikovany v ¢asopisech s vysokym impakt faktorem (Folia
Biologica, Scandinavian Journal of Clinical and Laboratory Investigation). Prace byla
vypracovana na Ustavu klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. lékaiské
fakulty UK a VFN pod vedenim Prof. MUDr. Tomése Zimy, DrSc. a Doc. MUDr. Petry
Tesafove, CSc.

Disertaéni prace nese podtitul Detekce a molekularni charakterizace
cirkulujicich nadorovych bunék pomoci imunomagnetické separace
v kombinaci s kvantitativni polymerazovou retézovou reakci. Prace je ¢lenéna
tradi¢né. V uvodu na 31 stranach autorka zpracovala zakladni informace o
epidemiologii, etiopatogenezi, klinickych projevech, diagnostice a |é€bé karcinomu
prsu. Déle se autorka v Gvodu podrobné& vénovala pfehledu informaci o cirkulujicich
nadorovych buiikach a metodam jejich detekce. Cile prace Mgr. Mikulova
formulovala do 4 bodt a formulovala také 4 zakladni hypotézy, které vychazeji
z molekularné genetické detekce a charakterizace CTC.

Kapitola Material a metody je zpracovana na 10 stranach textu prehlednou
formou. Jsou popsany zakladni soubory pacientek, uvedeny jsou klinické a
laboratorni tdaje. Do prospektivni studie bylo zafazeno 54 pacientek v ¢asném
stadiu karcinomu prsu. V kapitole je popséan algoritmus odbérd periferni Zilni krve pro
detekci CTC (4x u pacientek s inoperabilnim, 3x u pacientek s operabilnim tumorem),
pacientky podepsaly informovany souhlas, studie byla projednana a schvalena
etickou komisi VFN. Izolace a detekce CTC byla provedena komercni soupravou na
principu imunomagnetické separace kombinované s multiplexovou RT-PCR. Ziskana

cDNA z izolovanych CTC byla pouzita pro studium genovych expresi 6 vybranych



gendl pomoci nové navrzenych a autorkou optimalizovanych postupl kvantitativni
PCR. Popis vyhodnocovacich a statistickych metod a pocitagovych programl je
podrobné uveden, pouzité metody jsou spravne.

St&Zejnimi &astmi prace jsou vysledky (32 stran) a diskuse (4 strany),
v kterych autorka kriticky analyzuje zjiténé a naméfené vysledky v jednotlivych
souborech pacientek, v experimentalni ¢asti prace a ve 4 konkrétnich kazuistikach.
Vysledky jsou také vhodné zpracovany do Cetnych tabulek, grafii a barevnych
obrazk{. Za zdafilou kapitolu povazuji diskusi, kde autorka podrobné a kriticky
hodnoti dosaZzené vysledky a diskutuje je s ohledem na jiné publikované prace.
V kapitole Zavéry autorka jasné a prehledné formuluje dosazené vysledky, z kterych
vyplyva, Ze cile prace byly spinény. Autorka vySetiila celkem 195 vzorkl zilni krve,
zjistila pfitomnost CTC pied zahajenim lécby u 31 % pacientek, pozitivitu CTC po
ukon&eni lécby prokazala u 10 % pacientek. Autorka navrhla a optimalizovala
kvantitativni PCR pro studium genové exprese vybranych genl a zjistila, Ze se
expresni profily v jednotlivych CTC znaéné lisily. Nejvice exprimovanymi geny byly
MUC1, HER2 a EpCAM. Mgr. Mikulové také prokazala 20% diskrepanci mezi expresi
HER2 v primarnim nadoru a v CTC.

Po formalni, jazykové a grafické strnce je prace napsana na velmi dobré
arovni. V praci se objevuje chybné psani % (jako substantivum by mélo byt
s mezerou, jako adjektivum bez mezery) a chybné vyjadieni molarnich koncentraci
(napf. na str. 55 by mélo byt 60 umol/l a 1 mmol/l misto 60 uM a 1 mM).

Zavérem lze konstatovat, ze prace Mgr. Veroniky Mikulové se zabyva veimi
aktualni problematikou aplikovaného vyzkumu se vztahem ke klinické medicine.
Prace spliiuje véechny pozadavky disertaéni prace a pfinasi celou Fadu novych
poznatkl, které byly publikovany v impaktovanych &asopisech. Mgr. Mikulova
prokazala schopnost samostatné védecké prace.

Otazky k obhajobé:

Jaky byl pfesny postup k ovéreni kvality izolované RNA a jaké byly konkrétni
vysledky RIN v souboru 195 analyzovanych vzorkd?
Dle vy$e uvedenych skute¢nosti doporuéuji, aby byl Mgr. V. Mikulové

na zakladé Gspésné obhajoby diarta&ni doktorské prace udélen titul Ph.D.
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