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Posudek oponenta na disertacni praci RNDr. Pavla Prochazky:
Sledovani chemorezistence détskych nadori molekularné cytogenetickymi metodami

Problematika molekularné cytogenetického, resp. molekularné biologického vysetrovani
nadort patii stale k aktudlnim tématlim onkogenetiky. Stanoveni pfesné diagndzy na zakladé
genetického ndlezu ma velky vyznam pro urceni progn6zy nadoru i pro zavedeni uc¢inné
cytostatické 1é¢by. Velkym terapeutickym problémem je u nékterych nadorit moznost
navozeni rezistence vic¢i chemoterapeutikiim, jejiz mechanismy nejsou dosud zcela dobie
prostudovany.

Ptedlozena prace RNDr. Pavla Prochazky deklaruje jako hlavni cil (jak ostatné napovida
nazev) blizs$i poznani chemorezistence vybranych détskych nadorti. Jak jsem jiz naznacil, jde
o téma nosné a stale aktualni.

Prace obsahuje 146 stran textu vcetné piiloh. Je zde citovano 96 literarnich prament. Autor
priklada kopie 6 Clankt, na nichz se riznou mérou autorsky podilel. Vybér obsahuje jeden
Cesky €lanek a 5 ¢lankl v zahrani¢nich periodikach. Z téchto 5 anglickych ¢lankt byly 4 jiz
publikovany, jeden byl teprve zaslan k publikaci. Dr. Prochazka je prvnim autorem ¢eského
ptehledového ¢lanku, dale dvou publikovanych zahrani¢nich ¢lankt a také rukopisu
anglického ¢lanku zaslaného k publikaci. U zbyvajicich dvou anglickych clanki je jednim ze
spoluautord.

Préce je koncipovéna a ¢lenéna standardnim zpiisobem. Autor po nezbytném vytyceni cilti
seznamuje Vv literarni reSer$i s nékterymi nadorovymi onemocnénimi détského véku a
zamétuje se 1 na mechanismy chemorezistence téchto nadord. V zavéru teoretické ¢asti
podava piehled molekularné cytogenetickych metod, které zfejmeé sam provadél. Vysledky
prezentuje formou souboru publikaci in extenso, pted nimz je piediazen kratky vysvétlujici
text. Za vysledky nasleduje diskuze, zavéry a seznam pouzitych literarnich zdroji. Tyto
zdroje jsou fadné citovany a existuji na n¢ odkazy v textu.

Z nazvu prace a z ivodniho textu vyplyva, Ze se autor vénoval piedev§im molekularné
cytogenetickym vySetfenim, které se dnes standardné vyuzivaji v onkogenetickych
laboratofich — tj. pouzival metodu FISH a jeji modifikace, dale metodu CGH a array CGH.
Ackoli popis téchto metod ma zna¢né mezery (viz mé vyhrady v zavéru posudku),

z publikovanych vysledkl se zd4, Ze autor si tyto techniky osvojil a ziskal tak dostatek dat
potiebnych pro vyvozeni vysledki. Z textu prace nevyplyva, zda sdm Ci s kolegy provadél 1
jinou praktickou ¢innost (napft. izolaci RNA a RT PCR, préace s bunéénymi kulturami atd.),
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z niZ napft. vzesla vyznamna cast dat pro praci III (Prochazka et al. 2012), kterou autor uvadi
jako stézejni. Celkove lze pouzité postupy a metody pokladat za adekvatni a dostacujici pro
zpracovani uvedenych ¢lankt a nasledné i disertacni prace. Vybér téchto metod ostatné
dokumentuje vysokou uroven pracovisté¢ (Klinika détské hematologie a onkologie FN Motol a
2.LF UK), na kterém autor ziskaval podklady pro svoji praci.

K uvedenym literarnim vystuptim autora:

Prace I je Cesky piehledovy Clanek, ktery ma spise charakter literarni reSerse a uvadi jen
minimum vlastnich praktickych vysledkd.

Prace II (u které je Dr. Prochazka spoluautorem) se zabyva 4 zajimavymi kazuistikami
détskych feochromocytomt a paragangliomtl, které byly detailné vySetieny s vyuzitim CGH,
aCGH, MLPA a dalSimi metodami.

Prace 111, u niz je Dr. Prochazka prvnim autorem, se zabyva mechanismem chemorezistence
k ellipticinu. Vychazi ze studia bunécné linie neuroblastomového ptivodu, u niz byla
navozena rezistence k uvedenému cytostatiku. Autor upozorituje na mozné mechanismy
souvisejici s chemorezistenci a uzavira, ze jde o komplex riznych procesti, v nichz ziejmé
klicovou roli hraji zmény exprese topoizomeraz a Bel-2. Je Skoda, Ze prave tento ¢lanek je

v praci velmi Spatné reprodukovan a text psany mensimi pismeny je téméf necitelny.

Z faktografického pohledu si neodpustim uvahu, nakolik jsou procesy zjisténé u linie
vypéstované v laboratofti identické s procesy probihajici ve skute¢nych nadorovych buiikédch
in vivo a do jaké miry lze ze studii tohoto typu vyvodit zavéry, které by byly relevantni i pro
praktické vyuziti v onkologické diagnostice ¢i terapii. Je Skoda, Ze autor sviij dalsi vyzkum
neorientoval praveé timto smérem.

Prace IV, u niz je Dr. Prochazka spoluautorem, studuje u¢inky valproatu a trichostatinu a
dokumentuje, Ze uvedené latky inhibujici histon deacetylazy ovliviiuji expresi nékterych
cytochromti v bunikach neuroblastomu. Prace (i kdyz se tyka neuroblastomu) se tématicky i
metodicky do jisté miry vymyka ostatnim pracim. Nebyly zde napt. pouzity zadné
molekularné cytogenetické metody, takZe neni jasné, do jaké miry a ¢im konkrétné autor na
tomto ¢lanku participoval. S touto moji pochybnosti souvisi i fakt, Ze tomuto ¢lanku neni
vénovana ani kratka pasaz v diskuzi disertacni prace. Pouze ve stru¢ném vysvétlujicim textu
pted souhrnem publikaci najdeme (na str. 34) zminku o této praci s velmi obecnym dovétkem,
ze cytochromy se podileji na biotransformaci 1é¢iv a jednim z téchto 1é¢iv je naptiklad
ellipticin (v samotném textu ¢lanku je psano, ze studie tykajici se ellipticinu pravé probihaji).
Vzhledem k tomu, Ze ¢lanek vysel v roce 2009, je otdzkou zda za 3 nésledujici roky nedoslo
v této oblasti k néjakému pokroku v poznani — a pokud ano, proc se néjaka informace o tom
neobjevila v predlozené praci. Pfipomindm, Ze 1 tato prace je velmi Spatné reprodukovéana a
nékteré pasaze jsou na hranici Citelnosti.

Prace V, u nizZ je Dr. Prochézka hlavnim autorem, se zabyva zajimavym jevem dodate¢né¢ho
vypuzovani amplifikovanych kopii onkogenu MYCN z chromozomovych oblasti HSR

v bunéénych liniich vzniklych z neuroblastomu. K tomuto jevu dochézi pisobenim nékterych
chemoterapeutik. Autofi tohoto ¢lanku jako prvni prokazali, ze k vypuzovani
amplifikovanych kopii MYCN nedochazi jen ve formé malych acentrickych fragmentii
(double minutes), ale ze se jejich pocet snizuje také ptimo v chromozomovych oblastech
HSR. Navazujici prace VI (v manuskriptu) ovSem ukazuje na to, Ze v buiikach rezistentnich
k cis-plating€ se mtize (po dlouhodobé kultivaci s timto cytostatikem) pocet kopii MYCN také
zvysit. Autor uzavird, ze hlavnim prognostickym métitkem je mira exprese MYCN. Tento
poznatek mize byt jednim z odrazovych mustkt pro zavedeni vhodné cilené terapie. Obé
prace (V 1 VI) obsahuji nékolik novych zjisténi ¢i upfesnéni. Je Skoda, Ze prace VI je zatim
prezentovana pouze v manuskriptu a autor neptilozil ptipadny doklad o pfijeti rukopisu

k publikaci.

Vsechny uvedené publikace (pokud jsem mél moznost text pro Spatnou kvalitu reprodukce
vubec precist) jsou na odpovidajici odborné tirovni. Pro obhajobu jsou smérodatné zejména
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publikace III a V, kde je Dr. Prochézka prvnim autorem, a publikace II, kde je Dr. Prochazka
spoluautorem. Tyto ¢lanky vySly v impaktovanych zahrani¢nich periodikach (IF > 1) a jak
jsem jiz naznacil, pfindseji urCitd zajimava zjisténi a nové poznatky, z nichZ by nékteré (po
dopracovani) mohly byt vyuzity i v onkologické diagnostice Ci terapii. Rozpaky vzbuzuje
prace I (Cesky prehledovy ¢lanek s minimem vlastnich praktickych zjisténi) a také prace IV,
z niZ neni jasna mira autorovy participace a k niz se sim autor v doprovodném textu, resp.
v diskuzi nijak konkrétnéji nevyjadiuje. Do hodnoceni nemohu zahrnout praci VI (pouhy
manuskript, neni doklad o piijeti k publikaci). Navzdory tomu lze uzaviit, Ze postgraduant
pozadované kritérium tykajici se poctu praci splnil.

S dobrou odbornou urovni praci ovSem ostie kontrastuje velmi nedbalé zpracovani textu.
Nejde jen o chyby formalni ¢i pravopisné, ale 1 o nedostatky stylistické a faktické. Z nich
upozoriuji na nasledujici:

VSeobecné pripominky:

a) Je smutné, Ze jednou z nejhiiie zpracovanych pasazi (plnou nepiesnosti az faktickych
chyb) je prave text o molekularné cytogenetickych metodach, které autor, jak vysvita
Z nazvu i textu prace, sam pouzival.

b) Diskuze je misty pojata spiSe jako literarni reSerSe a nekoresponduje zcela
s pfedchozim textem (napi. prace IV neni v diskuzi probrana).

c) Prace je plna zbytecnych anglikanismu (Casto pouzivané terminy ,,upregulace®,
»downregulace®, ,,overexprese®, ,,gain*), s nimiz ostie kontrastuji radoby ceské
vyrazy, jako napf. ,,gén", , geném®, ,,centroméricky‘ nebo dokonce ,,lysozémalni* (viz
téz mé pripominky nize).

d) V praci nachazim velké mnozstvi chyb v interpunkci (napf. jen na str. 15 — 20 jsem
napocital 8 chyb v interpunkci), nejednotnou transkripci nékterych odbornych termind.
Nedostatkem je také mnoho pieklept, a to i opét v odbornych terminech (misty az na
ukor srozumitelnosti textu).

e) Stylistika nékterych sdé€leni je problematickd, nékteré formulace jsou na hranici
srozumitelnosti.

f) Kopie nékterych ¢lank jsou Spatné reprodukované a misty témer necitelné.

Konkrétni pripominky a dotazy (podtrZené namitky povaZzuji za zivazné):
1. Str. 7: Autor v abstraktu piSe, ze v chemorezistenci k ellipticinu je vyznamna

Lupregulace® topoizomeraz a Bel2. Na str. 33 vSak uvadi, ze mechanismy odpovédné
za rezistenci k ellipticinu jsou ,.downregulace topoizomeraz* a .upregulace Bcl2*. Jde

0 zfejmy rozpor dvou tvrzeni.

2. Str. 14 a déle i str. 25: Dvakrat opakovany pieklep ..molekuldrni cytogeneticky* misto
molekularni cytogenetiky* (podruhé dokonce v ndzvu subkapitoly).

3. Str. 15 a déle: Nejednotnost v psani koncovky ,,-alni/-alni* u slov ciziho piivodu. Na
jedné stran¢ autor pise napf. ,,extraskeletalni nebo ,,neuroektodermalni (v ¢eském
textu dost divné plisobici), dole vSak jiz najdeme vyraz ,,chromozomalni®.

4. Str. 16: Podobna nejednotnost — v prvni fadce nahote je vyraz ,,chromozom®, ve ¢tvrté
fadce nachdzime vyraz ,,chromozdm®. Na stejné stran€ — u popisu obr.1 je na zacatku
vyraz ,,fuzni gen®, ale o par slov dal je jiz psano ,,doménu génu*.

5. Str. 18, 3. fadek: pieklep v odborném vyrazu — .. rybdomyosarkom* misto
rabdomyosarkom.

6. Str. 19, subkapitola 1.3, 3. fddek: podivny vyraz ..cytostické 1é€by* — snad spiSe
cytostatické?

7. Str. 21, tabulka 2a: Vyraz ,,lysozémalnim* (dlouhé¢ ,,6* snad ve snaze zcestit text zde
pusobi ponékud nepftistojné).
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9.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.
24.

25.

Str. 24: Misto ..Neuroblastoma staining system* ma byt ..Neuroblastoma staging
system‘!

Str. 24: Misto terminu ,,ploidita nddoru* pouzivame zpravidla vyrazu ,,ploidie
nadoru®.

Str. 24: Slovo motto (ve smyslu heslo, citat atd.) piSeme zpravidla s dvéma t (nikoli
,,moto*“ — tento tvar ma spis cosi spole¢ného s automobilismem).

Str. 25-26: Velmi nepiesnd az chybnd definice molekuldrni cytogenetiky — geneticky

odminéné zmény na molekuldrni arovni (coZ mohou byt i bodové mutace) studuje

obecné molekuldrni biologie; molekuldrni cytogenetika se zabyva studiem
chromozomu a jejich aberaci prostiednictvim molekularné genetickych metod.

Str. 26: Podivna formulace: ,,Metoda vychazi ze sedmdesatych let...* (metoda
zpravidla vychazi z urcité reakce, mechanismu, principu atd., ale nikoli z ¢asového
obdobi).

Str. 26: Chybny popis centromerickych a lokusové specifickych sond pro FISH. Autor
je zde v definicich v podstaté sméSuje a neuvadi, v ¢em piesné spocivaji jejich rozdily.
Str. 27, obr. 2: Pokud pominu ne zcela ptesny popis postupu FISH, pak rozhodné
nesouhlasim s pouzitim vyrazu ,,barvicka* v postgradudlni disertacni praci (jde o
barvivo, termin ,,barvi¢ka“ patii spiSe do slovniku maliii a natéracti). Stejné tak
sttidavé pouzivani pojmu ,,sonda* a anglikanismu ,,préba‘“ neni prave nejstastnéjsi.
Str. 28: Obvykla chyba studenti, kterd v§ak nema co délat v disertacni praci.

V ptipad€ metody mFISH nejde o ,,barveni* chromozomd, jak piSe autor, ale o
vizualizaci jednotlivych chromozomi rizné znacenymi sondami (termin ,,barveni* 1ze
pouzit v souvislosti s barvenim Giemsou, hematoxylinem, DAPI apod.).

Str. 28, 6. fadek: Preklep ,,flourochromii* misto ,,fluorochromii.

Str. 28: Kostrbata formulace s chybou interpunkce: ,,Metoda vychazejici z mFISH a
ktera ji vhodné dopliiuje a zptesiiuje se nazyva...*.

Str. 28: Nejasna formulace: ., Hybridizace probiha na metafazické chromozomy
odpovidajici karyotypu 46,.XX nebo 46,XY.* Tvrzeni, Zze by chromozomy odpovidaly
néjakému karyotypu, je pfinejmensim nestandardni. Autor ma ziejmé na mysli
normalni, strukturné nijak nezménéné chromozomy od zdravych darci.

Str. 29, obr. 3: Co ma autor na mysli pod pojmem ,,proba* (jesté v jednotném c¢isle) u
CGH?

Str. 29, text k obr. 3: Formulace ,,mitdzy jsou vizualizovany a pfeneseny pomoci
fluorescen¢niho mikroskopu a ¢ernobilé kamery do karyotypovaciho softwaru*
vyvolava predstavu mikroskopu, ktery mechanicky pfendsi chromozomy kamsi do
pocitace.

Str. 30: Véta (tykajici se CGH) ..Nevyhodou je nemoznost pokryti variability v ramci
bunééné populace™ nedava jasny smysl. Jakou variabilitu, resp. variabilitu ¢eho ma
autor na mysli? Souvisi snad toto sdéleni s nasledujici vétou, kde se piSe 0 nemoznosti

zachytu minoritnich klon? Pfitomnost minoritnich klonti s odliSnou chromozomovou

konstituci ale neni variabilita.

Str. 31: Metoda aCGH neodhali nejen balancované translokace, jak piSe autor, ale i
ostatni balancované zmény, zejména inverze.

Str. 31, 2. fadek zdola: Preklep ,,jsem schopni® namisto ,,jsme schopni®.

Str. 33: Véta ,,Jako piidruzené mechanismy rezistence byly identifikovany...* je
pomérné dlouhd a nedava jasny smysl. Enzym oznaceny autorem jako ,,spermine
syntetaza® se v €estin¢ spiSe oznacuje jako ,,spermin syntdza“, popf. ,,spermin
syntasa“.

Str. 34, 5. fadek: Formulace ,,1é¢iv nebo chemickych substanci je pleonasmus —
1é¢iva jsou také chemické substance.
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26. Str. 35 1 jinde: Nazev onkogenu MYCN je nékde psan kurzivou (MYCN), jinde
obyc¢ejnym pismem (MYCN). Jde o formalni nejednotnost, kterd by se ale neméla
objevit v praci zabyvajici se prave timto onkogenem.

27. Str. 38 i jinde: PiSe-li autor o translokaci t(11:22), resp. t(21:22), mél by ji jasné
lokalizovat oznacenim ramének a ¢iselnym popisem G-pruhti na piislusnych
chromozomech. Popis této translokace by se mél (u prezentovaného ¢lanku) objevit jiz

v_abstraktu a mezi kli¢ovymi slovy (nikoli az v textu na nasledujici strané).
28. Str. 40 a pak opét str. 129: Chyba ve shodé pfisudku s podnétem: ..Dva ze tii

nediferencovanych sarkomii ... méli zmnozeni 8. chromozomu.* Stejna véta — stejna
chyba (&ast textu ¢lanku pravdépodobné beze zmény zkopirovana do diskuze).

29. Str. 52 — 59: Velmi Spatna reprodukce ¢lanku, nékteré pasaze téméft necitelné.

30. Str. 85 — 90: Dalsi velmi nekvalitni reprodukce ¢lanku, misty na hranici ¢itelnosti.

31. Str. 130 1 dale: Termin delece by bylo vhodné uvadet pouze ve spojitosti se strukturni
aberaci — tj. chybénim ¢asti chromozomu. PiSeme-li vSak o ,,deleci celého
chromozomu®, pak je vhodnéj$i pouzivat vyraz ,,monozomie®, resp. ,,ztrata
chromozomu* (2. odstavec — dvakrat stejnd neptesnost).

32. Str. 131 — 132: Pasaz 3.2.1 ma charakter literarni reserSe (autor zde prakticky

nediskutuje vlastni vysledky s literarnimi prameny) a jako takova patfi spiSe do iivodu

nikoli do diskuze.

33. Str. 132, 2. tadek zdola: Vyraz ,,geném* (s dlouhym ,,6°) se ani v ¢estiné nepouziva.

34. Str. 133, obr. 5: Nedostatecny, resp. nepichledny popis obrazku. Nezasvécenému
Ctenati nebude tak docela jasné, ktery vysledek CGH a FISH patfi k linii UKF-NB4 a
ktery k linii UKF-NB4** (Ktera je vlevo a ktera vpravo? Mame-li vice obrazku
pohromadg, je v kazdé publikaci zvykem uvést napft. popis ,,a, b, ¢, d ... atd.”).

35. Str. 134: Model ..replication — excision‘ by si zasluhoval podrobnéjsi popis. Ve které
chromozomové oblasti je DNA opakované replikovana a ve které ne? Navic véta

zacinajici slovy ,,Pti kterém je DNA opakované replikovana...“ je stylisticky
nepfijatelna.

36. Str. 135: PiSeme li o ,,vypuzeni‘ mikrojader, vyvolava to piedstavu procesu, kdy jsou
mikrojadra aktivné (mechanicky?) odstranovana z jader. Nejde vSak spiSe o

skutecnost, ze mikrojadra jsou acentrickymi fragmenty, které pii mitdze nejsou
napojeny na vldkna délicicho vieténka, a proto nejsou pojaty ani do nové vznikajiciho

jadra? Pokud jde opravdu o aktivni proces, jaky je jeho mechanismus?
37. Str. 136: Autor na 4. tadku pouziva vyraz ,resistence a o 2 fadky nize jiz pise

,rezistence®. Nejednotnost transkripce odbornych terminti 1ze snad tolerovat u prace
bakalarské, ale nikoli u prace disertacni.

38. Str. 136: Subkapitola 3.3.4 neobsahuje prakticky zadné srovnani vysledk autora
s vysledky jinych praci. Jde zde opét spiSe o literarni resersi, ktera v takto zbytnélé
podobé do diskuze nepatii.

Mam li celkové hodnotit pfedloZzenou praci, nemohu skryt jisté rozladéni, tim spiSe, Ze pana
Dr. Prochézku znam jako velmi nadaného studenta, ktery rozhodn¢ ,,ma na to*, aby sepsal
daleko kvalitngjsi text.

Pro dobrou uroven vétSiny ¢lankt bych se ptimlouval za to, aby v ptipad¢ excelentni a zcela
bezchybné obhajoby, pii niz by nevysly najevo jiné nedostatky, byla disertacni prace pana Dr.
Prochazky pfijata.

RNDr. Eduard Kocarek, Ph.D.
Ustav biologie a 1ékatské genetiky 2.LF UK
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