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Predlozend disertacni prace se zabyva problematikou cirkulujicich nadorovych bunék, a to
zejména z pohledu jejich mozného pouziti v klinické praxi v roli komplexniho biomarkeru,
ktery by dokazal plnit jak diagnostickou, tak i prognostickou a prediktivni funkci. V onkologii
se jedna o velmi aktudini téma, nebot pravé zde je sou¢asna medicina se svymi znalostmi a
technickou vyspélosti nejblize konceptu individualizované (personalizované) mediciny, kdy
pomoci klasickych a molekuldrnich biomarker( jiz dokaZeme vyznamné individualizovat
poskytovanou preventivni a lé¢ebnou péci ve vztahu k jednotlivym pacientim. Na strané
druhé jsme vSak v uplatfiovani tohoto konceptu stéle limitovani, coZ v pfipadé biomarkeru je
nejcastéji zpUsobeno jejich nedostate¢nou specificitou ¢i senzitivitou vici sledovanému jevu,
funkéni omezenosti (napf. se jedna pouze o prognosticky ale nikoliv prediktivni biomarker)
nebo nemoznosti stanovit dany biomarker opakované, tj. vredlném case ve vztahu
k potfebnému lékarskému rozhodnuti. Vie navic komplikuje znacna heterogenita solidnich
nador(. Z tohoto pohledu se cirkulujici nddorové buriky mohou jevit jako idealni biomarker,
ktery Ize molekuldrnimi analyzami charakterizovat pro rlzné funkce a soucasné tak cinit
prakticky kdykoliv, nebot jsou ziskdavany neinvazivnim zpisobem. Toto se snaZila prokazat i
doktorandka ve své disertacni praci, ve které pouzila metodu AdnaTestu za ucelem detekce a
selekce cirkulujicich nadorovych bunék u pacientli s metastatickym , kastracné rezistentnim*
karcinomem prostaty. Takto ziskané nadorové buriky pak podrobnéji molekuldrné
charakterizovala co do exprese 25 genu, pficemZ tento panel si sama sestavila na zakladé

biologické a klinické relevance. Pro vlastni méreni genové exprese zavedla specialni ¢ipovou



metodu ,BioMark HD Chip“. Pfed zavedenim AdnaTestu do laboratorni praxe pak navic vin
vitro ,spike-in“ experimentu provedla jeho validaci. To obzvldsté oceruji, nebot prosté
prejimani certifikovanych metodik bez bliz&i snahy o poznani jejich principu a funkce, vede
casto ke zbytecnym chybam, at jiZ v analyze nebo pfi interpretaci vysledk(. VSech Sest
hlavnich cild, které si doktorandka stanovila, se ji podafrilo spinit a dosazené vysledky davaji
predpoklad, Ze pracovisté bude schopné detekci cirkulujicich nadorovych bunék, véetné
analyzy jejich genové exprese, zavést i do rutinni klinické praxe v okamziku, kdy ze strany
onkologli vznikne redlna poptavka. Na doloZené disertacni praci a publikacni aktivité
souCasné doktorandka prokazala své védecké kvality a schopnost samostatné i tymové

spoluprace, coz povazuji za stejné dllezité.

A) Hodnoceni formalni stranky disertaéni prace

Disertacni prace je psana v anglickém jazyce, ma celkem 122 stran, nepocitaje pfilohy, je
standardné c¢lenéna na obecnou Uvodni ¢ast a ¢ast vénujici se vlastni praci, kde na 53
stranach autorka popisuje cile prace, zvolené metody a vysledky. Cile prace jsou jednoznacné
formulovany, uvedeny a srozumitelné popsany jsou vSechny pouZité metody. Dosazené
vysledky jsou prehledné zpracovany, vyhodnoceny pomoci relevantnich statistickych metod
a diskutovany. Vramci odborné velmi dobfe vedené diskuze jsou vlastni vysledky
konfrontovany i s podobnymi pracemi jinych autort. Text je nazorné doplnén 32 obrazky a
13 tabulkami, jejichz kvalitni a zpracovani vyznamné pfispivda k pochopeni studované
problematiky a ziskanych vysledka. Bohata je rovnéz literatura, na kterou se v praci autorka
odkazuje, celkem 259 citaci, pfitom vice jak polovina (53 %) citacnich odkaz( predstavuji
publikace vydané v poslednich 6 letech. Ocenuji dodrzovani struktury clenéni textu a
jednotnou grafickou Upravu. Anglictina je na vysoké urovni, pravopisné chyby nebo preklepy

jsem zaznamenal skutecné jen vzacné, a to v ceském abstraktu.

Pripominky k formalni strdnce disertaéni prace:

1. V seznamu citované literatury se nékolikrat opakuji stejné prace. Napr. Danila DC, Heller
G, Gignac GA et al. nebo de Bono JS, Scher HI, Montgomery RB et al. nebo Miyamoto DT,
Lee RJ, Stott SL et al.

2. Je otazkou, zda je spravné oznaceni ,spiking experiment”, které pouziva autorka ve své

praci, nebo ,spike-in experiment”. Osobné preferuji druhou formu.



B) Hodnoceni obsahové (védecké) €asti disertacni prace.

Prvné musim velmi ocenit kvalitu zpracovani pfehledové &asti i vlastni prace. Pfedlozené dilo
zcela jisté patfi mezi nejlepsi disertalni prace, které jsem posuzoval.

Doktorandka doloZila seznam 4 vlastnich peer-review recenzovanych publikaci, které
vSechny maji vztah k tématu disertaéni prace, z nichZ 2 byly otidtény v éasopisech s impakt
faktorem (IF) a u obou je prvni autorkou. Dalsi préce byla recentné odeslana. Kromé toho
byly vysledky prezentovény i na fadé domdcich a mezinarodnich konferencich (lzrael,

Némecko, Francie, Recko).

Pripominky k védecké éasti disertacni prace:

Jediné, kde nejsem zcela v souladu s doktorandkou, je jeji tvrzeni, ze ,cirkulujici nddorové
buriky jsou béiné pouzivané v klinické praxi k monitoraci metastatického karcinomu prsu,
plic, kolorektalniho karcinomu a karcinomu prostaty“ (str. 35, 2. odst.). Divody, pro¢ tomu

tak neni, jsou v disertacni préci pfitom uvedeny.

C) Dotazy na doktorandku:

1. Kexperimentim byly pouzity i vzorky primédrnich nadorli pochazejicich z resekatd a
biopsii prostaty. Doktorandka na fadé mist poukazuje na problémy pfi méfeni genové
exprese, které mohly byt zplsobeny archivovanim téchto vzork( vpodobé formalinem
fixované tkané zalité do parafinu. Navrhuje moznost fixace a archivace vzorkd v latkach
uchovavajicich mRNA v dostatecné kvalité. Je viak tento postup u karcinomu prostaty plné
realizovatelny u bioptickych vzorki? Nevznikne riziko, Ze oddélenim éasti materidlu pro
ucely molekuldrni diagnostiky dojde ke znehodnoceni diagnostického procesu, pri kterém

se, mimo jiné, musi urcit rozsahu nadoru a Gleason Score?

2. U tfech gend nebyla detekovana jejich exprese v primarnich tumorech ve srovnani
s cirkulujicimi nadorovymi burikami. Pfestoze vysvétleni je doloZzeno, minimélné v pfipadé
genu IGFR je absence jeho genové exprese v primarnim nadoru pro mé pfekvapenim. Jedna
se o zcela zakladni bunéénou signalni drahu, ktera kromé metabolismu hraje vyznamnou roli
v proliferaci a Zivotaschopnosti bunék, nadorovych obzvlasté. Kromé toho byl prokazan
vyznam IGF1 a 2 v patogenezi prostatické hyperplazie, a to jak ve vztahu ke stromalnim

burikam tak prostatickym. Navic, vzorky nadord byly pfed izolaci RNA homogenizovany, tj.



musela zde byt i uréitd ,kontaminace” stromalnimi bufikami. Ostatné to dokazuje i vy3si
exprese FN1 ve vzorcich primarnich tumor(. Je doktorandkou diskutovand pricina skute¢né

jedinym mozZnym vysvétlenim absence exprese IGFR ve vzorcich primdrnich nadori?

3. Doktorandka souhrnem literatury i vlastnimi vysledky dokazuje vyznam detekce sestfihove
varianty 7 androgenniho receptoru (AR-V7) ve stanoveni prognozy a predikce na ARTA
(androgen receptor targeted agents) u pacientl s, kastratné rezistentnim” karcinomem
prostaty. Dale udava, Ze vyskyt AR-V7 je u primdrnich, tj. nepfedléc¢enych, nador( minimalni,
ne-li Zadny, a proto se metoda detekce AR-V7 na cirkulujicich nddorovych burikach nabizi
k zavedeni do klinické praxe. Souéasné jsou diskutovéany i nedostatky metod zalozenych na
detekci cirkulujicich nddorovych bunék. Existuji i jiné metody pro stanoveni pfitomnosti AR-
V7, kterych by bylo mozno vyuZit u pacienti pfed zahdjenim a pfi monitoraci prubéhu lécby
ARTA, aniZ by bylo nutné izolovat cirkulujici nadorové bunky? Jaké jsou jejich prednosti
nebo nedostatky ve srovnani s metodami vyZadujicimi detekci a izolaci cirkulujicich

nadorovych bunék?

V ziavéru svého hodnoceni disertaéni prace Ing. Markéty Skerefiové konstatuji, Ze prace
spinila poZzadované parametry na ni kladené v daném oboru, ma vysokou uroven po
strince obsahové a predklada nové origindlni védecké poznatky pro moZné vyuiiti novych
laboratornich metod k individualizovanému pfistupu k onkologicky nemocnym. Na
doloZené disertaéni praci a publikaéni aktivité prokazala doktorandka své védecké kvality a

schopnost samostatné i tymové spoluprace. Doporucuji disertacni prdci Ing. Markéty
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