Oponentsky posudek na disertacni praci RNDr. Pavla Prochazky:

Sledovani chemorezistence détskych nadord molekularné cytogenetickymi
metodami

Prestoze v poslednich letech doSlo k obrovskému rozvoji novych molekularné biologickych
diagnostickych metod, cytogenetickd a molekularné cytogenetické analyzy z(stavaji stale
vyznamnou soucasti vySetfeni nemocnych s nddorovym onemocnénim. Je obecné znamo, Ze
zejména u hematologickych malignit a nékterych typl solidnich nadord existuji specifické
chromozomové aberace, které maji nezastupitelnou roli pro upfesnéni diagnozy, prognozy a
monitorovani Uspésnosti terapie. V souCasnosti je Mitelmanové databazi chromozomovych
aberaci u nador( popsano vice nez 58 000 pripadl nestability ge nomu nadorovych bungk.

Détska naddorovd onemocnéni v tomto sméru predstavuji specifickou skupinu malignit, kterd
se Casto vyznaCuje vyraznou genetickou rozmanitosti a variabilnim prlibéhem onemocnéni.
V pribéhu uplynulych let byla i u téchto typl nadorovych onemocnéni popsana fada
specifickych cytogenetickych a molekularné biologickych markerd, pomoci kterych Ize

predikovat chovani onemocnéni a upfesnit volbu individudlni terapie.

Disertacni prdce RNDr. Pavla Prochazky predstavuje ucelenou studii, jejimz spojovacim
prvkem je vyzkum chemorezistence détskych nadorovych onemocnéni, detekce
cytogenetickych zmén, které s ni souvisi a expresnich zmén na Urovni mRNA i protein(.
V Sir§im kontextu napliiuje tato prace jednu ze soucasnych priorit biomedicinského vyzkumu
- vyuzit genetické abnormality jako prediktivni a prognostické ukazatele odpovédi na
nadorovou léCbu s cilem umoznit upfesnéni i individualizaci |éCebného postupu u
jednotlivych pacientdl — v tomto pFipadé nalézt znaky a predpovédét efekt I1écby s ohledem na

mozZny vznik rezistence.

Cela prace (146 s.) sestava ze strucného literarniho Gvodu shrnujicim souCasné poznatky o
vybranych nadorovych onemocnénich détského véku, komentovaného souboru vysledkU Sesti
priloZzenych publikaci a diskuzi k vlastnim vysledkdm.

Z predlozené prace je patrné, Ze autor v pribéhu doktorského studia ziskal mj. Fadu
zkusenosti z oblasti cytogenetiky solidnich nadord. V provedenych studiich bylo pouzito
Siroke spektrum cytogenetickych metod — od techniky interfazni fluorescentni in situ
hybridizace (FISH), mnohobarevné FISH) aZ po technologie CGH a aCGH.



Hlavni Cast dizertacni prace tvori Sest pfedloZzenych publikaci, prvoautorské jsou z toho ftfi
(jedna je v recenznim fFizeni). Zatimco prvni prace je pfehledov4, zaméfena na vyznam
sekundarnich chromozomovych aberaci u Ewingova sarkomu, v dalSi préaci jiZz autofi
prezentuji vlastni vysledky v podobé zajimavych cytogenetickych nalezli u détskych
feochromocytom(l. Za stéZejni prace dizertace lze povazovat nasledujici publikac e zaméfené
na vyzkumy molekularnich mechanizmd chemo rezistence k ellipticinu v buiikach lidského
neuroblastomu, zejmeéna na genetické zmény vyvolané kultivaci s ellipticinem, a na sledovani
zmén poCtu kopii a exprese N-myc onkogenu coby klicového prognostického markeru u
neuroblastomovych linii vystavenych cytostatikim. PredloZzené prace byly oponovany
Vv recenznim Fizeni a nema smysl je podrobné rozebirat.

Lze konstatovat, Ze ziskané vysledky, které jsou shromazdeény v této dizertacni praci, prinesly
fadu novych informaci tykajicich molekularnich mechanizm( vzniku chemorezistence a
vyznamu specifickych cytogenetickych zmeén, které s ni souvisejici. Z klinického hlediska
povazuji za zajimavé, Ze autor jednoznaCné prokézal efekt vypuzovani amplifikovanych
kopiii genll N-myc z HSR u studovanych u senzitivnich neuroblastomovych linii pFi kultivaci
s cytostatiky a zvySeni exprese MYCN po dlouhodobé kultivaci s cytostatikem coZz mize
pfinést novy pohled na mechanizmy vzniku chemorezistence u détskych nadorovych
onemocnéni.

Z pohledu splnéni stanoveného cile disertacni prace i narokd kladenych na studenty
doktorského studia povaZzuji za zcela zasadni jiz zmifiovany fakt, Ze predloZzené vysledky
disertaCni prace tvofi souCast kvalitnich publikaci uvefejnénych v mezinarodnich i
tuzemskych recenzovanych €asopisech.

Souhrnné lIze tedy fFici, Ze dizertatni prace RNDr. Pavla Prochazky pfinesla nové védecké
poznatky z oblasti vyzkumu chemorezistence détskych détskych nadorovych onemocnéni
molekularné cytogenetickymi metodami. Zvladnuté experimentalni postupy, dosazené
vysledky i jejich prezentace v mezinarodnich odbornych €asopisech prokazuji, Ze doktorand
spliiuje kritéria nutna pro ziskani titulu PhD. a z téchto dlivodd predloZenou praci doporucuji
k obhajobé a na jejim z&kladé navrhuji dle Zakona vysokych Skolach ¢. 111/98 udélit titul
PhD.
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K diserta¢ni praci RNDr. Pavla Prochazky bych mél nékolik dopliiujicich komentafl a

dotazy:

» K formalni strance prace - prestoZze autor pojal svoji disertacni praci jako
komentovany soubor pfiloZzenych publikaci, literarni Gvod je z pracovan dle mého
soudu dosti povrchné. Napfiklad u neroblastomu, jehoZ cytogenetické analyzy tvofi
podstatnou €ast autorovych studii, byla kromé N-myc amplifikace identifikovana cela
fada dalSich chromozomovych abnormalit, které napomahaji ke stratifikaci pacientd
do jednotlivych prognostickych podskupin. Navic se stale vice vyuZivaji pfi
stratifikaci tohoto onemocnéni vysledky celogenomovych analyz (aCGH). Mohly by
autor komentovat soucasny stav a strategii cytogenetickych vySetfeni u neroblastomu?

> Nepresnosti Ize najit i v dalSich kapitolach — napf. na strané 27 u Obr. 2 hovofi autor v
souvislosti s DNA sondami pro techniku FISH o “barvi¢kach” . Rhodamin je skute¢né
barvicka?

> Zajimavé plsobi dalsi véta v témZe odstavci, ve které autor ik, Ze ....”Pro zdravou
buniku v GO a G1 fazi bunécného cyklu, ve kterych je nejvétsi podil bunécné populace,
vyjma pohlavnich chromozomd, ziskame dva signaly”. Mohl by to autor upfesnit?

> Stejnd pripominka plati i u kapitoly Vysledky - autor mohl u kaZdeé publikace
podrobné popsat dosazené vysledky alespon tak, jak jsou uvedeny v abstraktech
publikovanych praci. V kapitole Vysledky autor spiSe popisuje, o ¢em vlastni préace
jsou a konkrétni experimentalni vysledky oponent musi hledat v pfiloZenych (a nékdy
dosti nekvalitné zkopirovanych—napt. prace I11) publikacich.

> Za zasadni dotaz k ziskanym vysledkim povazuji fakt, Ze jsem nikde v predlozZené
praci nenaSel konkrétni podil doktoranda na provedenych experimentech. PfedloZzené
prace jsou kolektivni a neni mné tedy jasné, jaké molekularné cytogenetické techniky
doktorand osobné provadél. Tak napfiklad u molekularné cytogenetické charakterizaci
feochromocytom(l pomoci CGH jsou uvedeni cytogenetici z Olomouce. U dalsi prace
s ellipticinem, kde byla pouZita technika I -FISH, mFISH a CGH je spoluautorkou
doc. Zemanova z Prahy. Mohly by autor i kaZzdé prace konkretizovat jeho vlastni
podil?



