
Oponentský posudek na disertační práci RNDr. Pavla Procházky:

Sledování chemorezistence dětských nádorů molekulárně cytogenetickými
metodami

Přestože v posledních letech došlo k obrovskému rozvoji nových molekulárně biologických

diagnostických metod, cytogenetická a molekulárně cytogenetické analýzy zůstávají stále

významnou součástí vyšetření nemocných s nádorovým onemocněním. Je obecně známo, že

zejména u hematologických malignit a některých typů solidních nádorů existují specifické

chromozomové aberace, které mají nezastupitelnou roli pro upřesnění diagnózy, prognózy a

monitorování úspěšnosti terapie. V současnosti je Mitelmanově databázi chromozomových

aberací u nádorů popsáno více než 58 000  případů nestability genomu nádorových buněk.

Dětská nádorová onemocnění v tomto směru představují specifickou skupinu malignit, která

se často vyznačuje výraznou genetickou rozmanitostí a variabilním průběhem onemocnění.

V průběhu uplynulých let byla i u těchto typů nádorových onemocnění popsána řada

specifických cytogenetických a molekulárně biologických markerů, pomocí kterých lze

predikovat chování onemocnění a upřesnit volbu individuální  terapie.

Disertační práce RNDr. Pavla Procházky představuje ucelenou studii, jejímž spojovacím

prvkem je výzkum chemorezistence dětských nádorových onemocnění , detekce

cytogenetických změn, které s ní souvisí a expresních změn na úrovni mRNA i proteinů.

V širším kontextu naplňuje tato práce jednu ze současných priorit biomedicínského výzkumu

- využít genetické abnormality ja ko prediktivní a prognostické ukazatele odpovědi na

nádorovou léčbu s cílem umožnit upřesnění i individualizaci léčebného postupu u

jednotlivých pacientů – v tomto případě nalézt znaky a předpovědět efekt léčby s ohledem na

možný vznik rezistence.

Celá práce (146 s.) sestává ze stručného literárního úvodu shrnujícím současné poznatky o

vybraných nádorových onemocněních dětského věku, komentovaného souboru výsledků šesti

přiložených publikací a diskuzi k vlastním výsledkům.

Z předložené práce je patrné, že autor v průběhu doktorského studia získal mj. řadu

zkušeností z oblasti cytogenetiky solidních nádorů . V provedených studiích bylo použito

široké spektrum cytogenetických metod – od techniky interfázní fluorescenč ní in situ

hybridizace (FISH), mnohobarevné FISH) až po technologie CGH a aCGH.



Hlavní část dizertační práce tvoří šest předložených publikací, prvoautorské jsou z toho tři

(jedna je v recenzním řízení).  Zatímco první práce je přehledová, zaměřená na význam

sekundárních chromozomových aberací u Ewingova sarkomu, v další práci již autoři

prezentují vlastní výsledky v podobě zajímavých cytogenetických nálezů u dětských

feochromocytomů. Za stěžejní práce dizertace lze považovat následující publikac e zaměřené

na výzkumy molekulárních mechanizmů chemo rezistence k ellipticinu v buňkách lidského

neuroblastomu, zejména na genetické změny vyvolané kultivací s ellipticinem, a na sledování

změn počtu kopii a exprese N -myc onkogenu coby klíčového prognostického m arkeru u

neuroblastomových línií vystavených cytostatikům. Předložené práce byly oponovány

v recenzním řízení a nemá smysl je podrobně rozebírat.

Lze konstatovat, že získané výsledky, které jsou shromážděny v této dizertační práci, přinesly

řadu nových informací týkajících molekulárních mechanizmů vz niku chemorezistence a

významu specifických cytogenetických změn, které s ní související. Z klinického hlediska

považuji za zajímavé, že autor jednoznačně prokázal efekt vypuzování amplifikovaných

kopiií genů N-myc z HSR u studovaných u senzitivních neuroblastomových línii při kultivaci

s cytostatiky a zvýšení exprese MYCN po dlouhodobé kultivaci s cytostatikem což může

přinést nový pohled na mechanizmy vzniku chemorezistence u dětských nádorových

onemocnění.

Z pohledu splnění stanoveného cíle disertační pr áce i nároků kladených na studenty

doktorského studia považuji za zcela zásadní již zmiňovaný fakt, že předložené výsledky

disertační práce tvoří součást kvalitních publikací uveřejněných v mezinárodních i

tuzemských recenzovaných časopisech.

Souhrnně lze tedy říci, že dizertační práce RNDr. Pavla Procházky přinesla nové vědecké

poznatky z oblasti výzkumu chemorezistence dětských dětských nádorových onemocnění

molekulárně cytogenetickými metodami. Zvládnuté experimentální postupy, dosažené

výsledky i jejich prezentace v mezinárodních odborných časopisech prokazují, že doktorand

splňuje kritéria nutná pro získaní titulu PhD. a z těchto důvodů předloženou práci doporučuji

k obhajobě a na jejím základě navrhuji dle Zákona  vysokých školách č. 111/98 udělit titul
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K disertační práci RNDr. Pavla Procházky bych měl několik doplňujících komentářů a

dotazů:

 K formalní stránce práce – přestože autor pojal svoji disertační práci jako

komentovaný soubor přiložených publikací, literární úvod je z pracován dle mého

soudu dosti povrchně. Například u neroblastomu, jehož cytogenetické analýzy tvoří

podstatnou část autorových studií, byla kromě N-myc amplifikace identifikována celá

řada dalších chromozomových abnormalit, které napomáhají ke stratifikaci pacientů

do jednotlivých prognostických podskupin. Navíc se stale vice využívají při

stratifikaci tohoto onemocnění výsledky celogenomových analýz (aCGH). Mohly by

autor komentovat současný stav a strategii cytogenetických vyšetření u neroblastomu?

 Nepřesnosti lze najít i v dal ších kapitolách – např. na straně 27 u Obr. 2 hovoří autor v

souvislosti s DNA sondami pro techniku FISH o “barvičkách” . Rhodamin je skutečně

barvička?

 Zajímavě působí další věta v témže odstavci, ve které autor říká, že ….”Pro zdravou

buňku v G0 a G1 fázi buněčného cyklu, ve kterých je největší podíl buněčné populace,

vyjma pohlavních chromozomů, získáme dva signály”. Mohl by to autor upřesnit?

 Stejná připomínka platí i u kapitoly Výsledky – autor mohl u každé publikace

podrobně popsat dosažené výsledky alespoň tak, jak jsou uvedeny v abstraktech

publikovaných prací. V kapitole Výsledky autor spíše popisuje, o čem vlastní práce

jsou a konkrétní experimentální výsledky oponent musí hledat v přiložených (a někdy

dosti nekvalitně zkopírovaných –např. práce III) publikacích.

 Za zásadní dotaz k získaným výsledkům považuji fakt, že jsem nikde v předložené

práci nenašel konkrétní podíl doktoranda na provedených experimentech. Předložené

práce jsou kolektivní a není mně tedy jasné, jaké molekulárně cytogenetické techniky

doktorand osobně prováděl. Tak například u molekulárně cytogenetické charakterizaci

feochromocytomů pomocí CGH jsou uvedeni cytogenetici z Olomouce. U další práce

s ellipticinem, kde byla použita technika I -FISH, mFISH a CGH  je spoluautorkou

doc. Zemanová z Prahy. Mohly by autor i každé prá ce konkretizovat jeho vlastní

podíl?


