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Predlozend disertaéni prace se zabyva problematikou cirkulujicich nddorovych bunék, a to
zejména z pohledu jejich mozného poutziti v klinické praxi v roli komplexniho biomarkeru,
ktery by dokazal plnit jak diagnostickou, tak i prognostickou a prediktivni funkci. V onkologii
se jednd o velmi aktudlni téma, nebot pravé zde je sou¢asna medicina se svymi znalostmi a
technickou vyspélosti nejblize konceptu individualizované (personalizované) mediciny, kdy
pomoci klasickych a molekuldrnich biomarkerl jiz dokdzeme vyznamné individualizovat
poskytovanou preventivni a lééebnou pééi ve vztahu k jednotlivym pacientim. Na strané
druhé jsme viak v uplatiiovani tohoto konceptu stéle limitovani, coZ v pfipadé biomarkerd je
nejéastéji zpisobeno jejich nedostateénou specificitou ¢i senzitivitou vici sledovanému jevu,
funkéni omezenosti (napf. se jedna pouze o prognosticky ale nikoliv prediktivni biomarker)
nebo nemoznosti stanovit dany biomarker opakované, tj. vredlném case ve vztahu
k potfebnému lékaFskému rozhodnuti. V3e navic komplikuje znacnda heterogenita solidnich
nadord. Z tohoto pohledu se cirkulujici nddorové buiiky mohou jevit jako idealni biomarker,
ktery lze molekularnimi analyzami charakterizovat pro rizné funkce a soucasné tak Cinit
prakticky kdykoliv, nebot jsou ziskavany neinvazivnim zptsobem. Toto se snaZila prokazat i
doktorandka ve své disertaéni préci, ve které pouzila metodu BreastCancer AdnaTestu za
ucelem detekce a selekce cirkulujicich nadorovych bunék u dvou nezavislych, prospektivné
vytvarenych kohort pacientek s lokalizovanym a lokalné pokrocilym karcinomem prsu. Pfed
zavedenim metody do laboratorni praxe pak v in vitro studii provedla vlastni validaci testu.

To obzvldsté ocefuji, nebot prosté pfejimani certifikovanych metodik bez bliz3i snahy o



poznani jejich principu a funkce, vede ¢asto ke zbyteénym chybém, at jiZ v analyze nebo pfi
interpretaci vysledkd. Vétsinu z pracovnich hypotéz, které si doktorandka stanovila, se ji
podafilo potvrdit a dosazené vysledky davaji pfedpoklad, Ze pracoviité bude schopné
metodu zaveést i do rutinni klinické praxe v okamZiku, kdy ze strany onkologl vznikne realna
poptavka. Na doloZené disertacni praci a publikaéni aktivité sou¢asné doktorandka prokazala
své védecké kvality a schopnost samostatné i tymové spoluprace, co povaiuji za stejné

dualeZité.

A) Hodnoceni formalini stranky disertaéni prace

Disertacni prace ma celkem 106 stran, je standardné ¢lenéna na obecnou Gvodni ¢ast a ¢ast
vénujici se vlastni praci, kde na 51 stranach autorka popisuje cile prace, zvolené metody a
vysledky. Cile prace jsou jednoznaéné formulovéany, uvedeny a srozumitelné popsany jsou
viechny pouzZité metody. Dosazené vysledky jsou prehledné zpracovany, vyhodnoceny
pomoci relevantnich statistickych metod a diskutovany. Vramci odborné velmi dobfe
vedené diskuze jsou vlastni vysledky konfrontovany i s podobnymi pracemi jinych autor(.
Text je nazorné doplnén 29 obrazky a 16 tabulkami, bohatd je rovné? literatura, na kterou se
v praci autorka odkazuje, celkem 102 citaci, pfitom 30 % citaénich odkazli pFedstavuji
publikace vydané v poslednich 5 letech. Velmi ocefiuji dodrZovani struktury ¢lenéni textu a
jednotnou grafickou tpravu, stejné tak i to, Ze se v praci nevyskytuji Zzadné hrubé pravopisné

chyby, preklepy jsem zaznamenal skuteéné ojedinéle.

Pripominky k formaini strance disertaéni prace:

1) Zphsob uvadéni bibliografickych tidajl o citované literatufe ve vyétu pouiité literatury
neodpovida pfislusné &eské statni normé& CSN I1SO 690 (01 0197). Protoze mi s zadosti o
oponentsky posudek nebyly doruc¢eny Zadné pokyny stran narokd 1. LF UK na formét a obsah
disertacnich praci, nemohu posoudit, zda 1. LF UK pfipousti i jiné moZnosti uvadéni pouzité
literatury.

2) Nejednotny zplsob prezentace Eiselnych vysledki v ramci popisné statistiky. Naptiklad
tabulka ¢. 6 obsahuje jak absolutni, tak relativni pocty, tabulka €. 2 nikoliv. Stejné tak v textu.
Ve stejném odstavci jsou jednou pocty pacientek uvedené v absolutnich &islech, nasledné

pouze v procentech (napf. viz str. 47).



B) Hodnoceni obsahové (védecké) &asti disertaéni prace.

Doktorandka doloZila seznam 8 vlastnich peer-review recenzovanych publikaci, které
vSechny maiji vztah k tématu disertaéni prace, z nichz 7 bylo v ¢asopisech s impakt faktorem
(IF) a u dvou takovych je prvni autorkou. Kromé toho byly vysledky prdce prezentovény i na
fadé domacich a mezinarodnich konferencich.

s w o

Pfipominky k védecké &asti disertaéni prace:

1) Nékteré informace si vriznych &astech textu protifedi, pfipadné jsou napsany tak, Ze
jejich interpretace je nejednoznaéna, nebo jsou uvedeny nespravné. Jako pfiklady uvadim:
a) Str. 19: ,Pro lécbu pacientek s pokrocilym (generalizovanym) nelééitelnym nadorem prsu
neexistuje standardni léCebny postup.” Str. 20: ,V3echny vy$e zminéné lé¢ebné modality
jsou vzéjemné kombinovény a sestavovany do standardnich lé¢ebnych postupd, které
navazuji na svétovy a evropsky standardni postup.” Pfitom tato véta navazuje pravé na vycet
preparatd pro lé¢bu generalizovaného onemocnéni.

b) Str. 19: ,Karcinom prsu nepatfi mezi radiosenzitivni nadory, i pfesto se k jeho 1é&bé
pouZiva adjuvantni radioterapie.” Stakto napsanym textem nemohu souhlasit, nebot
karcinom prsu patfi mezi radiokurabilni onemocnéni, tj. radioterapii v kurativni davce lze
dosdhnout eradikace loZiska nadoru prsu, tj. neni radiorezistentni, ale radiosenzitivni.

c) Na strané 14 jsou mezi vysoce penetrujicimi geny pro riziko vzniku karcinomu prsu
uvedeny i geny CHEK2 a ATM, na strané 16 jsou tyto geny v kategorii stfedné penetruijicich,
cozZ je ostatné i spravné.

d) Na strané 20 je v souvislosti s hormonalni Iébou blokujici tvorbu estrogeni uveden
pojem ,inhibitory aromataz”, pfitom je znamy pouze jediny takovy enzym, jedind aromataza.
e) Str. 43: ,Pomoci novych technologii, jako je Next Generation Sequencing (NGS) a
proteomika, bude moiné odhalit heterogenni mutaci a sledovat vyvoj jednotlivych
subpopulaci nadorovych bunék.” Proteomika jisté nepatfi do technologii, jednd se o
védeckou disciplinu.

f) Str. 59: Tabulka ¢. 4 ukazuje hodnoceni pfitomnosti genové exprese CTC na zakladé
naméfené koncentrace PCR fragment( jednotlivych gend. V Fadku u 2 nadorovych bunék na
5 ml krve je hodnoceni pozitivni, a to i piesto, Ze dosazené koncentrace jsou pod limit
pozitivity 0,3 ng/ul, tak jak je uvedeno v metodice prace (str. 52). Je hodnoceni v tabulce

spravné?



C) Dotazy na doktorandku:

1. Jak si doktorandka vysvétluje, Zze vyskyt cirkulujicich nadorovych bunék nekoreloval
s zadnym z dulezitych klinickych prognostickych faktord, napf. velikost primérniho tumoru,
stupen postiZeni regiondlnich lymfatickych uzlin, grading nddoru nebo imunohistochemicky
definovany fenotyp nadoru? Dle dostupnych poznatkl to pfitom predpokladala, viz obecna

¢ast a hypotéza €. 4 pro cile vlastni prace.

2. Doktorandka zvolila pro separaci CTC z periferni krve test pracujici na bazi detekce
antigeni EpCAM a MUCL. Soucasné popisuje jak dileZity je pro metastazovani karcinomu
prsu proces epitelialné-mezenchymadini tranzice (EMT), pfi kterém vSak dochazi ke snizené
expresi az ztraté uvedenych molekul, coz je publikatné zdokumentovano. Do prospektivni
studie bylo pfitom zarazeno 40 % pacientek s triple-negativnim fenotyp karcinomu prsu, u
kterého je znamo, Ze metastazuje jiZ v ¢asnych fazich onemocnéni a v procesu metastazovani
vyuziva pravé mechanismus EMT. NemuZe byt toto pfitinou, Ze CTC byly detekovany pouze u
23 % pacientek s triple-negativnim fenotypem, zatimco v pfipadé ER a HER2 pozitivnich
nadord to bylo u 33 a 38 %? Je AdnaTest BreastCancer skute¢né vhodnym testem pro selekci
CTC u pacientek s karcinomem prsu bez ohledu na fenotyp, nebo by pro klinickou praxi

doporucila jiné metody?

3. Préace neprokazala signifikantni vztah mezi detekovanymi CTC a HER2 pozitivnimi CTC na
strané jedné a nadory s pozitivnim HER2 receptorem, na strané druhé. Dale, u HER2
pozitivnich nadort, u kterych byly zachyceny CTC, bylo pouze 50 % téchto CTC HER2
pozitivnich. Z textu a tabulek vyplyva, Ze za HER2 pozitivni primarni nadory (celkem 20) byly
povazovany nadory s imunohistochemicky prokdzanou expresi HER2 receptoru stupné 2+ a
3+. Soucasné pfitom byl proveden prikaz amplifikace HER2/neu genu metodou FISH, ktera
prokdazala amplifikaci u mensiho poctu primarnich nador (celkem 12). Jaky byl vztah mezi
CTC a HER2 pozitivnimi CTC a primarnimi nadory, kdyby hodnoceni HER2 pozitivity
primarniho nadoru bylo zaloZeno pouze pfitomnosti amplifikace HER2/neu genu prokazané

metodou FISH?

4. Prace prokazala pozitivni korelaci mezi expresi genu TOP1 v CTC a HER2 pozitivitou

primarnich nadord, naopak neprokdzala Zadny vztah mezi expresi TOP2A genu a HER2



pozitivitou primarnich nador(. Pfitom gen TOP2A je casto amplifikovany spole¢né s genem
HER/neu, a to diky jejich poloze na 17. chromozomu. Gen TOP1 je lokalizovany na
chromozomu €. 20. Jak by vypadal vztah mezi expresi TOP1 a TOP2A genu, pokud by za HER2
pozitivni primdrni nadory byly deklarovany pouze ty, které mély prokazanu amplifikaci

HER2/neu genu metodou FISH?

5. Z tabulky &islo 11 vyplyva, Ze u genu ST6GAL byly hodnoty Cq znaéné vysoké jak u CTC
(median 38,07) tak u PBMC (median 37,41), tj. koncentrace PCR fragmentl pro dany gen
velmi nizké u obou bunéénych populaci. Ze standardni kfivky pro tento gen (obr. 28, str. 83)
vyplyva, Ze se stémito Cisly dostdvame do fedéni cDNA pod 1x10nal. Dava vibec smysl

srovnavat hodnoty namérené v téchto oblastech pfi pouziti dané metody?

V zévéru svého hodnoceni disertacni prace Mgr. Veroniky Mikulové konstatuji, Ze prace
splnila poZadované parametry na ni kladené v daném oboru, ma vysokou uroven po
strance obsahové a pfedkldada nové origindini védecké poznatky pro moZné vyuziti novych
laboratornich metod kindividualizovanému pfistupu k onkologicky nemocnym. Na
doloZené disertaéni praci a publikaéni aktivité prokazala doktorandka své védecké kvality a

schopnost samostatné i tymové spoluprace. Doporucuji disertaéni praci Mgr. Veroniky

Mikulové k obhajobé a udéleni titulu Ph. D.
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