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Oponovana préace je zavérem doktorského studia MUDr. Lindy Capkové. Byla vypracovana v ramci
postgradualniho studia na 2. Iékafské fakulté, Univerzita Karlovy v Praze, pod vedenim Prof. MUDr.
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V prvni ¢asti prace se autorka zabyvala studiem vybranych molekularné genetickych zmén
v bronchialnim epitelu kufaku, které by mohly pfedchazet fenotypickym zménam detekovatelnym na
urovni mikroskopického vySetfeni. Dale se zabyvala analyzou prekancerdznich lézi dlazdicobuné&ného
karcinomu plic na urovni genotypu a fenotypu. Také zkoumala pfinos odbéru pfi autofluorescenéni
bronchoskopii v diagnostice prekancerédz a ¢asnych stadii karcinomu plic. K histologickému vySetfeni
bylo odebrano 474 vzorka tkané. Vzorky byly odebirany v ramci kombinovaného vySetfeni pomoci
konvenéni bronchoskopie v bilém svétle a pomoci autofluorescencni bronchoskopie. Autorka se
zameéfila na skupinu tézkych kufakd. Bioptické vzorky byly odebrany z mist, kde byl jednim nebo
obé&ma vy3Setienimi zjistén nalez suspektni z patologie. Dale byla provedena kontrolni biopsie z jedné i
dvou oblasti bronchoskopicky normalni sliznice pfi obou bronchoskopickych metodach. Z kazdého
mista byly odebrany dva vzorky — jeden na histologické a jeden na molekularné genetické vysetreni.
Z bioptickych vzorkl bylo hodnotitelnych 398 (84 %). Histologicky negativnich pak bylo 309 vzorku
(77,6 % hodnotitelnych biopsii), pozitivnich 89 (22,4 %), z toho ve 24 pfipadech byla zachycena stfedni
Ci tézka dysplazie, v 7 pfipadech karcinom in situ a v 58 pfipadech invazivni dlazdicobunécny
karcinom. Autorka stanovila senzitivitu a specificita bronchoskopie v bilém svétle a autofluorescenci na
zakladé korelace s histologickymi nalezy. Statisticky vyznamny rozdil byl nalezen ve specificité
bronchoskopie v bilém svétle a autofluorescenci (p<0,05).

Soucasti této Casti prace byla molekularné geneticka studii, ve které bylo zhodnoceno 122
bronchialnich biopsii. Z t&chto biopsii bylo 67 (54,9 %) histologicky beze zmén &i vykazovalo pouze
mirné zanétlivé zmény. Loziska dlazdicové metaplazie byla zastizena ve 12 (9,8 %) vzorcich a
dysplastické zmény (lehké, stfedni Ci téZké) byly pfitomny ve 28 (23 %) biopsiich. V 15 pfipadech (12,3
%) byl diagnostikovan invazivni dlazdicobunéény karcinom. Autorka studovala vztah mezi pfitomnosti
histologickych zmén a detekci ztraty heterozygotiky (LOH loss of heterozygosity). Celkové byla
detekovana LOH v jednom &i vice lokusech ve 41,8 % (51 ze 122) vzorku tkané. 24,6 % (30 ze 122)
vykazovalo LOH v jednom z analyzovanych lokusu, 8,2 % (10 ze 122) ve dvou a 9 % (11 ze 122) ve
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tfech nebo vice lokusech. Nejcastéji byly tyto genetické zmény detekovany v jednom ¢i vice lokusech
Z oblasti 9. chromozomu, s maximem zmén v oblasti 9p21 znaené D9S156.

Dale autorka studovala vztah mezi pfitomnosti histologickych zmén a expresi hTERT (reverzni
transkriptaza telomer - human telomerase reverse transcriptase) mRNA. Celkové byla exprese hTERT
mRNA stanovena u 87 bronchialnich biopsii, u nichZ byla k dispozici jak DNA, tak RNA. Za pozitivni
histologicky nalez autorka povazovala biopsii s nalezem stfedni &i t&Zké dysplazie a karcinomu, v této
kategorii vykazovalo expresi hTERT mRNA 90 % (18 z 20) vzorku. Ve skupiné negativnich
histologickych nalez( (normalni sliznice/chronické zanétlivé zmény, dlazdicova metaplazie a lehka
dysplazie) pak byla exprese hTERT mRNA pfitomna v 65,7 % (43 z 67). Vysledky byly hodnoceny jako
statisticky vyznamné.Dale autorka porovnala ve vSech vzorcich, u nichZ byla k molekularni analyze
k dispozici jak DNA tak i RNA pocet LOH s relativni expresi hTERT mRNA. Z této¢asti prace vyplyvy,
ze hTERT mRNA je exprimovana ve vét§im poctu vzork( bronchidlni sliznice bez pfitomnosti
genetickych zmén charakteru LOH. Se stoupajicim po¢tem detekovanych LOH stoupa téZ hodnota
medianu hTERTY, ale celkovy rozdil hladiny exprese mezi jednotlivymi kategoriemi podle vyskytu LOH
byl statisticky signifikantni na nizké hladiné vyznamu (p=0,013).Pro zjiSténi zavislosti vzniku
studovanych genetickych zmén na dobé trvani koufeni autorka porovnavala pocet lokusti s LOH v
odebrané tkani s kumulativni davkou vykoufenych cigaret, Vysledky nebyly statisticky signifikantni
(p=0,1847). Dale zjistovala zavislost hTERTy na expozici cigaretovému koufi, ale ani zde nebyl
prokazan statisticky vyznamny vysledek (p=0,8597). Autorka dale zjiStovala vztah mezi pfitomnosti
molekularnich zmén a autofluorescenénim obrazem. Molekularné geneticky bylo vySetfeno 97 vzorki
z mist s negativni histologii, z nichz 33 bylo AFB pozitivnich (tedy faleSné pozitivnich vzhledem
k histologii) a 64 negativnich (tedy spravné negativnich, jednalo se o kontrolni biopsie z mist
normalniho vzhledu). Ve skupiné AFB pozitivnich byla zjisténa statisticky vyznamné vy&si ¢etnost LOH
pro 2 lokusy (D3S1611, p=0,005 a D9S259, p=0,019) i pro pfitomnost LOH v alespori jednom lokusu ze
7 vySetfovanych (p=0,023). Dale byla zjisténa statisticky vyznamné vysSi Cetnost exprese hTERT
mRNA (p=0,0003).

Tuto ¢ast prace Ize hodnotiti tak, ze autorka prokazala vztah mezi molekularnimi zménami
v oblastech tzv. ,mismatch repair gent” a regulatori bunééného cyklu a expresi mRNA katalytické
podjednotky telomerazy. Také poukazala na vztah mezi témito molekularnimi zménami a histologickym
obrazem v bronchialni sliznici. Autorka dospéla k zavéru, ze u dlazdicobunéé&ného karcinomu
koresponduji morfologické zmény se zmé&nami na genetické urovni a jizZ morfologicky normaini Ci
minimalné alterovana bronchialni sliznice silnych kufaki muze skryvat popsané genetické odchylky.
Dale prokazala, Ze zmény exprese hTERT mRNA v korelaci s vyskytem LOH v bronchialni sliznici
tézkych kufakl a naznaduiji, Ze jeji zvySeni mlze byt jednim z prvnich krok( v procesu karcinogeneze
dlazdicobunééného karcinomu plic a Ze tento dé&j nabyva v pozdnich fazich vyvoje na intenzité.

K této &asti prace mam nasledujici pfipominku a dotazy. Je si autorka jista, ze vzorky vySetfené
histologicky a molekularné geneticky byly opravdu identické, kdyz na kazdé vysSetreni byl odesilan jiny
vzorek, i kdyz ze ,stejného” mista? Kolikrat byl nalez v bilém svétle makroskopicky negativni a
v autofluorescenci pozitivni a naopak?

Ve druhé Casti prace si dala autorka za cil zpfesnéni diagnostiky maligniho mezoteliomu
(zejména v diferencialné diagnosticky obtiZznych pfipadech). Déle se rozhodla posoudit vyznam
protilatky proti karboanhydraze IX (CAIX) v diagnostice tohoto typu nadoru. Za ucelem zpfesnéni
diagnostiky a definovani imunohistochemického diagnostického panelu byl vySetfen soubor 59 pacient
(33 muzl, 26 zen) s diagnézu maligni mezoteliom a 21 pacientl (15 muzd, 6 Zzen) s diagnézou
adenokarcinomu plic metastazujiciho na pleuru. Imunohistochemické vysetfeni zahrnovalo 5 tzv.
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pozitivnich mezotelovych markert (CK5/6, calretinin, WT1, D2-40, HBME-1), 4 tzv. negativni markery
karcinomu (CEA, MOC-31, Ber-EP4, B72.3) a marker plicniho plivodu adenokarcinomu TTF-1.

Autorka stanovila ze Sirokého spektra imunohistochemickych markerud pro odliSeni maligniho
mezoteliomu a plicniho adenokarcinomu na zakladé senzitivity a specificity panel kombinujici tzv.
pozitivni markery (calretinin a D2-40) s tzv. markery negativnimi (MOC-31, TTF-1). Dale popsala
imunohistochemickou expresi proteinu karboanhydrazy IX (CAIX), kterou zaznamenala ve vSech
vySetfovanych pfipadech maligniho mezoteliomu a i v normalnich a aktivovanych mezoteliich i v fadé
metastatickych karcinomu. Vysledky interpretuje tak, Ze nelze pouzit CAIX jako spolehlivy diagnosticky
marker pro maligni mezoteliom a ani jako marker malignity v pleuralnich vypotcich.

Vzhledem k tomu Ze maligni mezoteliom pfedstavuje nejCastéjSi primarni malignitou pleury a
jeho diagnostika je obtiZzna a velmi €asto je obtizné odlideni od metastazujiciho &i na pleuru
prorustajiciho adenokarcinomu plic, domnivam se, ze kazdé poznani, které upfesnuje diagnostiku, ma
velky vyznam. K této ¢asti prace otdzku nemam.

VSechny v dizertaéni praci pouzité vySetfovaci metody a zvolené statistické metody povaZzuji za
spravné vzhledem k fe$ené problematice. Praci velmi obohatilo dostate¢né mnozstvi tabulek, obrazku
a velmi nazornych graft. Prace splnila cil. Autorka prokazala, Ze je zdatna ve spolupraci s kliniky a také
pfi vyzkumné praci. Zpusob zpracovani tématu svédci o tom, Ze autorka ma velmi hluboké teoretické i
praktické znalosti v diagnostice a diferencialni diagnostice plicnich onemocnéni. Vyzkum byl velmi
dobfe zorganizovan. Pozitivné hodnotim intenzivni mezioborovou spolupraci. Autorka dokazala
vysledky vyzkumu objektivné vyhodnotit. Jazykova uroven je velmi dobra. Prace je napsana
srozumitelné i pro klinického |ékafe. Pfilohou prace je i seznam publikovanych praci autorky
souvisejicich s tématem, ktery dokumentuje dlouhodobou praci a odpovida pozadavkim na publikace
v pribéhu postgradualniho studia.

Prace i pfedlozeny seznam publikaci jednozna&né vyhovuji pfedpisiim pro disertacni prace a
postgradualni studium. Navrhuji tuto praci pfijmout k obhajobé a v pfipadé uspésné obhajoby udélit
MUDr. Lindé Capkové akademicky titul doktor ve zkratce Ph.D. dle paragrafu 47 Zakona o vysokych
Skolach €. 111/98 Sb.

Prof. MUDr. Jana Skfickova, CSc.
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