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Obecny posudek:

Autor piedklada vysoce kvalitni diserta¢ni praci, kterd se tyka problematiky molekularng
genetické detekce konkrétnich zérode¢nych genetickych zmén, které piedstavuji vysoké
dédi¢né riziko vzniku polypézy a nadorovych onemocnéni traviciho traktu, a dale
somatickych genetickych zmén vznikajicich v nddorovych tkanich sporadickych karcinomti
kolorekta.

Prace je podloZen tfemi jiz publikovanymi pracemi v kvalitnich zahrani¢nich Casopisech a
dvéma rukopisy pfipravenymi k publikaci.

Dvé préce pojednavajf o kazuistikich konkrétnich pacientl se syndromem Cowdenové, u
nichZ byla potvrzena diagnéza na molekularni trovni nélezem zarodetné mutace v genu
PTEN. Tieti prace se tykd molekularng genetické diagnostiky Peutz-Jeghersova syndromu,
tedy detekei zarodecnych mutaci v genu STK/]. Nalezy v téchto pracich prispivaji

k charakterizaci klinického obrazu téchto onemocnéni. Je nutné také vyzdvihnout, Ze zavedeni
molekuldrné genetické diagnostiky téchto dvou gent mé vyznam nejen vyzkumny, ale také
zcela zasadni vyznam pro klinickou praxi.

Experimentélni prace tykajici se detekce somatickych mutaci celé fady gent ve tkanich
sporadickych karcinomii kolorekta p¥inasi nova zajimavd data do této problematiky.

V paté publikaci je prezentovéan pfipad pacientky s bialelickou zarodetnou mutaci genu
PMS2, u niz byla provedena podrobné analyza mnoha gent v nadorové tkani a charakter
zjidténych mutaci v konkrétnich genech ved] k vytipovéni a analyze gent, jejichZ vytazeni by
mohlo byt pfi¢inou téchto genetickych zmén. Tak byla zji§téna sekundarni mutace v genu
TDG, ktera vedla tercialng k typickym mutacim v nadorové tkani. Tyto nélezy jsou zcela
unikatni.

VSechna feSena témata jsou aktudlni, Soubory pacientii a materialu jsou jasng definovany a
sledované cile jasné stanoveny. Autor pouZivéa adekvatni metody laboratornich analyz

v Sirokém rozsahu a vy&erpavajicim zpisobem s ohledem na sou¢asné moznosti. Po formalni
strance je prace bez vyhrad.

Konkrétni pFipominky a dotazy:
Uvod, str. 13, graf 1: V grafu je omylem u pfedposledni polozky ,karcinom §titné Zl4zy*
uveden pocet pripadii tykajici se posledni polozky ,.jiné maligni nddory*, obdobné& u en jeu

karcinomu laryngu uveden pocet pro jiné maligni nadory.

Publikace 1 a 2: Byli v t&chto rodinach vySetteni dalsf rodinni pfisludnici (i v §irsi roding)? Je
moZné€ usuzovat, zda se jednalo o familiarn{ mutace ¢1 o mutace vzniklé |, de novo “?



Publikace 1 a 2: Z obou publikaci je velmi pougné, Ze polypy v tlustém stievé nebyly
charakterem hamartomy. V této souvislosti se nabizi otazka, zda by mé&lo byt v kritériich pro
Cowdentiv syndrom vibec trvano na tom, Ze polypy jsou charakteru hamartom?

Publikace 3: Existuje hypotéza, kterd by vysvétlovala, pro¢ pravé mukokuténni
hyperpigmentace a tvorba hamartomi jsou typickym disledkem mutaci genu STK/71?

Publikace 4, ,,Materials and Methods*, str. 49 odstavec 3, str.52 odstavec 1 a L.Results®, str.
52, odstavec 3: Jsou uvedeny odkazy na detaily stran charakteristik pacienti a vysledku
analyz LOH, MSI, DNA metylace a IHC v tabulce S1, tato viak v rukopise chybi.

Publikace 4, ,,Results*, str. 54, odstavec 4: Oddil s ndzvem ,,Correlation of molecular
findings with clinical and IHC data“ patrn& omylem neobsahuje udaje tykajici se
imunohistochemickych analyz. Vysledky IHC nejsou také diskutovany. Zajimalo by mé, jaka
byla korelace imunohistochemickych nalezii s analyzou MSL.

Publikace 4, ,,Results®, str.55, odstavec 3: Pramérny vék pacientt s MSI nadory bez metylace
promotoru MLHI byl 58,2 let a s metylaci 64 let. Chtéla bych se zeptat, jaké je rozmezi véku
téchto pacientl. V literatufe bylo publikovano, Ze mezi nadorovymi onemocnénimi kolorekta

ve vysokém véku je relativné vysoké zastoupeni nadorti s MSL

Publikace 4, Discussion, str. 57, odstavec 2: Autor uvadi, ze IHC byla provedena jen pro
proteiny MLHI a MSH2 a Ze nelze vylougit ztratu exprese proteind MSH6 a PMS2. S timto
Ize samozfejmé souhlasit, avak i tak maji obecné vysledky vySetfeni t&chto 2 proteinii
pomérn¢ vysokou vypovédni hodnotu, nebot’ proteiny MLHI a PMS?2 a proteiny MSH2 a
MSH6 tvoif dimer a pokud je mutovany jeden z dvojice gent, dochdzi ve vétsing piipadd

k soucasné ztrét€ obou proteinti v nadorové tkéni. Toto plati zejména pro mutace genu MLHI,
které vedou soucasné ke ztraté exprese proteinu PMS2, a genl MSH?2 a MSH6 navzijem.

V piipad¢ mutaci genu PMS?2 dochézi ke konkordantni ztraté proteinu MLHI asiv 1/3 -1/2
piipadii (v souladu s timto jsou také nalezy v publikaci 5).

Publikace 4, ,,Discussion®, str. 59, odstavec 3: Autor uvadi, Ze ackoli nemuZe vylougit
moznost, Ze mezi 13 MSI nadory bez metylace promotoru MLH jsou pacienti s Lynchovym
syndromem, selekéni kritéria a relativné nizké zastoupenti Lynchovskych tumorii mezi
neselektovanymi kolorektalnimi karcinomy pro toto nesveédéi. Primérny vék téchto pacientt
byl 58,2 let (,,Results®, str.55, odstavec 3). Chtéla bych se zeptat, jestli pfece jen autor
neuvazuje o vySetieni gentt MLHI a MSH?2 u téch pacienti, jejich vék by byl pod 50 let

v souladu s kritérii s Bethesdy? Kolik takovych pacienti v této skupiné bylo?

Publikace 4, ,,Discussion®, str. 59, odstavec 4: Autor cityje veétu: ,,It has been shown that a
single CRC can harbour up to 76 point mutations and 9 copy number changes, and that rather
whole pathways than individual genes govern the process of carcinogenesis [50, 51].% Dle
mého ndzoru somatické mutace vznikajici v naddorové tkani nelze povazovat pausalné za
hybnou silu progrese nadorového onemocnéni. Nékteré mutace nebo LOH budou v procesu
kancerogeneze kritické. Aviak myslim si, ze od urité faze nadorového onemocnéni velka
¢ast mutaci a chromozomalnich zmén vzniké v ramci chaotické replikace nadorovych bun&k
postradajicich kontrolni mechanismy a nemusi se nutné podilet na progresi nadorového
onemocnéni, prosté vznikne, aniz by méla ngjaky biologicky vyznam. Toto by snad mohla
podporovat i data uvedena v tabulce 1 na str. 65. Pokud by totiZ vSechny mutace mély byt
hybnou silou ristu nddoru, dalo by se oekavat, e u vy$8ich stadii nddoru bude zastoupeni




mutaci vy$si, pro coz data v této tabulce nesvédei. Kromé toho néddorovd tkdii je vysoce
heterogenni, takZe mutace, které jsou detekovany, nemusi byt v celé nddorové populaci, ale
pouze v jejich nekterych ¢astech.

Publikace 5: Vysledky tykajici se somatické mutace genu TDG vzniklé sekundarng

v dtsledku bialelické zarodeéné mutace genu PMS?2 a v disledku mutace genu 7DG
pravdépodobné tercidlng vzniklé mutace v genech APC a CTNNBI jsou velmi zajimava a
zédsadni. V literatufe nic obdobného publikovano nebylo. Co se ty¢e genu 7DG, nebylo dosud
popséno, jaké disledky maji u élovéka zdrodedné mutace genu 7DG. MySi s vyfazenymi
ob&ma alelami genu TDG nejsou Zivotaschopné. V souvislosti s vysledky v této publikaci se
nabizi, zda by zarode&né mutace genu 7DG v heterozygotnim stavu nemohly predisponovat
ke vzniku nadorovych onemocnéni, at’ jiz kolorekta & jinych. Existuje price, v niz byla

v souboru 96 pacienti s kolorektalnim karcinomem nalezena jedna zdrode¢na missense
varianta genu TDG (Broderick P, et al., BMC Cancer 2006;6:243), avsak jednozna¢ny zaver
z tohoto nalezu udélat nelze a dal¥{ prace k této problematice nebyly publikovany.

Publikace 5, ,,Results®, str. 73, odstavec 5: V praci je uvedeno, Ze rodinna anamnéza
pacientky je negativni. Jsou dostupné udaje o §ir$i roding stran vyskytu nadorovych
onemocnéni? Dalo by se otekéavat, Ze alespoii u prarodicii se vyskytnou nadorovd onemocnéni
typicka pro HNPCC.

Publikace 5, ,,Results®, str. 73, odstavec 5: Je uvedeno, Ze pacienti s konstituénim deficitem
systému oprav chybného parovani bazi (CMMR-D) jsou velmi ¢asto nosi€i bialelické mutace
v genu PMS2. Dalo by se predpokladat, ze vzhledem k tomu, Ze nejcastéji je HNPCC
podminén mutacemi gentt MLHI a MSH?2, bude s ohledem na vyskyt mutaci v populaci také
bialelick4d mutace téchto gent nejcast&jsi pri¢inou CMMR-D. Jak je vysvétlovan Casty vyskyt
bialelickych mutaci genu PMS2 u syndromu CMMR-D? Bylo popséano, Ze mutace na jedné
alele vznikne ,,de novo*?

Publikace 5, ,,Discussion®, str. 78, odstavec 2. Autor uvadi, Ze u pacienti s Lynchovym
syndromem nebyvaji pfitomny polypy, zatimco u syndromu CMMR-D byly polypy
opakované popsany. V této souvislosti 1ze podotknout, Ze ackoli nepiili§ ¢asto, i u klasického
Lynchova syndromu se 1ze setkat s tvorbou mnohocetnych polypt.

Zavér:

Piedlozen4 disertaéni prace prokazuje piedpoklady autora k samostatné tvorivé

védecké praci a proto ji doporuduji ji k obhajobé a po uspésné obhajobé k udéleni titulu
Ph.D.“.
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