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Oponentsky posudek dizerta¢ni prace

Vztah nadorového genotypu a fenotypu k diagnostice, prognoze a
predikci kolorektalniho karcinomu

Autor: Mgr. Pavel Pitule, Ustav histologie a embryologie Lékaiské fakulty v Plzni,
Univerzity Karlovy v Praze
Oponent: doc. RNDr. Ondfej Slaby, Ph.D., Masarykiiv onkologicky ustav, Brno

Predklddand dizertaéni prace je tvofena dvéma nezavislymi studiemi: (i) studiem
tkanovych hladin proteintt CD133 a CD44 jako znakii nddorovych kmenovych bun¢k a
jejich korelaci s klinicko-patologickymi znaky pacientii s kolorektdlnim karcinomem,
(i1) studiem exprese sady genl literarné spojenych s metastazovanim kolorektalniho
karcinomu a vyhodnocenim jejich vlivu na prognézu onemocnéni.

Prace o rozsahu 122 stran je ¢lenéné standardnim zptisobem, psdna bez pteklepi, Ctiveé a
koncizné, je doplnéna tuctyhodnymi 267 literarnimi odkazy, vesmés recentnimi a
ptilohami, které predstavuji originalni prace, ve kterych je student prvnim autorem,
pfipadn¢ spoluautorem.

Publikacni aktivita souvisejici s tématem dizertace je tvofena péti pivodnimi pracemi in
extenso sIF (2x prvni autor, 3x spoluautor), dvéma piehledovymi pracemi
v recenzovaném casopise, z toho jedenkrat v casopise s IF (2x jako prvni autor) a dale
ttemi origindlnimi pracemi in extenso sIF mimo téma dizertacni prace (3x jako
spoluautor). Publika¢ni aktivitu celkové hodnotim jako vysoce nadstandardni.

,, Leoreticka ¢ast* o rozsahu 39 stran je prehlednd, vystihuje podstatu dizertacni prace, je
logicky ¢lenéna na kapitoly zaméfené na epidemiologii kolorektalniho karcinomu,
charakteristiku nejcastéjSich hereditarnich forem kolorektdlniho karcinomu, popis
zakladnich drah kancerogeneze u karcinomu sporadického, vyznam zanétu a nadorovych
kmenovych bunék v patogenezi kolorektalniho karcinomu, soucasné ale i nové zavadéné
metodiky v diagnostice, molekularni taxonomii, lécebné postupy, prognostické a
prediktivni znaky. Ctenafi umoziiuje komplexni pohled na studovanou problematiku a
bezproblémové pochopeni nésledujicich kapitol. Snad jen kapitola vénovana
problematice kmenovych bun¢k mohla byt zpracovana vice detailn¢, predevsim pak se
zaméfenim na studie provadéné u karcinomu rekta léceného neoadjuvantni
chemoradioterapii. Jedna se o idedlni model, protoze u téchto pacientl je k dispozici
tkan pfed zahdjenim a po ukonceni 1éby a lze tak studovat vliv selekce pravé na
populaci tzv. nddorovych kmenovych bunék. Z hlediska jazykového nepovazuji za uplné
Stastné slovni spojeni ,,prediktivni znak pro 1écbu...“, jedna se urcité o prediktivni znak
odpovédi na 1écbu. ,,...prognostické znaky pro anti-angiogenni 1écbu® jsou v pfimém
rozporu s definici prognostického znaku. Prognéza je definovéana jako ukazatel vyvoje
onemocnéni nezavisly na podavané 1écbe.

,Cile* jsou explicitné definovany ve ¢tyfech hlavnich bodech, zjednodusené: (i) popsat
vztahy mezi hladinami CD133 a CD44 v tkéani primarniho a sekundarniho nadoru téhoz
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pacienta, (ii) ovéfit prognosticky vyznam CDI133 a CD44 u pacientl s kolorektalnim
karcinomem, (iii) popsat rozdily v expresi sady vybranych genti v nddorové a parové
nenadorové tkéani, (iv) ovéfit korelaci exprese téchto genid s klinicko-patologickymi
znaky pacientil s kolorektalnim karcinomem, pfedevs§im parametry piezivani.

Kapitola ,,Material a metodika™ je charakterizovana popisem klic¢ovych metod, vcetné
detailniho popisu souboru pacientdi, imunohistochemické detekce a kvantifikace,
metodiky izolace RNA, reverzni transkripce, designu primert a kvantitativni PCR.
Peclive je popsand rovnéz statistickd analyza dat. Kapitola tak umozinuje bezproblémové
opakovani vSech provadénych analyz vcetné jejich hodnoceni. Zde postrddam predevsim
detailngjsi popis zptusobu kvantifikace genové exprese (viz otdzky do diskuze).
,»Vysledky jsou uvedeny zcela konkrétn€, doplnény fadou grafii, vétSinou charakteru
Kaplan-Meierovych kiivek pteziti. Autor zde popsal pozorovani, kterd ucinil v souladu
s napliovanim jednotlivych cilli svoji dizertatni prace. Zde bych uvital detailn&jsi
zpracovani, predevS§im se zaméfenim na zakladni popis ziskanych dat formou
ptehlednych tabulek: distribuce hodnot v souboru u imunohistochemickych métent,
relativni exprese studovanych genli u jednotlivych podskupin pacientd (median, 25-75
percentil). Pfi korelacnich analyzach muselo byt ziskdno veliké mnozstvi negativnich
dat, které témer nejsou prezentovany.

V ,,Diskuzi® jsou postupné interpretovany a kriticky hodnoceny vysledky jednotlivych
cilti dizertace v souvislosti s nejnovejSimi pracemi v dané oblasti. Diskuze je dostatecné
detailni a poskytuje cCtendii moznost dobtfe zaradit vysledky prace do kontextu
soucasného stupné poznani. Je diskutovan jak metodicky piistup, tak konkrétni
obecné akceptované, coz naznacuje nejen reprezentativnost zkoumané kohorty pacientd,
ale také spravnost pouzivanych metodickych piistupti. Pozorovani, ktera byla
Z formalniho hlediska jsem nenalezl Zadné zdvazné nedostatky a ani pfi dikladném cteni
zadné preklepy. Zminil bych snad jen ne zcela systematické pouzivani s a z v obornych
terminech (napf. sensitivita versus cytoplazma, intensita jinde intenzita) pitipadné
pouzivani nespravné vazby jako naptiklad ,,CD133 protein* nebo ,,CD44 pozitivitou*
namisto protein CD133 nebo pozitivitou CD44. RovnéZz zkracené oznaceni skupiny
pacientil podstupujicich radikalni chirurgicky zékrok jako ,,radikalni skupina® neni tplné
Stastné. Pojmy jako overall survival (OS) neboli celkové preziti, ptipadné disease-free
interval (DFI) neboli interval pieziti bez ptiznakd nemoci maji svoje definice a nelze je
pouzivat mimo rdmec této definice. Neni proto mozné stanovit celkové preziti dvakrat
jednou od operace primarniho nddoru a po druhé od operace metastazy (str. 62).

Nové poznatky
V souladu s definovanymi cili autor
1) popsal korelaci znakti nddorovych kmenovych bunék CD44 a CD133 v tkanich
primarniho a sekundarniho nddord u pacientli s kolorektdlnim karcinomem a
identifikoval vyznamnou korelaci mezi pozitivitou znaku CD133 v primarnim
nadoru a v nadoru metastatickém,
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2) popsal pozitivni korelaci hladin CD133 s pfezivanim pacienti s kolorektalnim
karcinomem, coz je v rozporu s dosavadnim vnimanim funkce tohoto proteinu
v patogenezi kolorektalniho karcinomu,

3) popsal vztah proteini CDI133 a CD44 ke gradu, tedy stupni dediferenciace
kolorektalniho karcinomu,

4) u 10 ze 12 studovanych genli popsal signifikantné rozdilné hladiny exprese
v nadorové a nenadorové tkani tlustého streva,

5) u gend VSNLI1, SLC26A2, CLDN23, ACSL5 a LRGS5 pozoroval signifikantni
vztah k progndze onemocnéni.

Vyznam pro spolecenskou praxi a dalSi rozvoj védy

Vysledky prace byly publikovany v recenzovanych Casopisech s IF — lze tedy ocekavat
citovanost a pfedevsim zijem odbornikli zabyvajicich se danou problematikou. Je
pravdépodobné, ze nekteré ze studovanych genti budou v budoucnu vyhodnoceny jako
potencidlni biomarkery umoznujici prognostickou stratifikaci pacienti a po dostate¢né
rozséahlé validaci ziskanych vysledki na nezévislych souborech pacientt s kolorektalnim
karcinomem v prospektivnich studiich, lze ocekdvat i transfer ziskanych poznatkd do
klinické praxe, a to piredevsim s cilem definovat pro pacienty optimalni 1écebny plan na
zaklad¢ individudlniho rizika progrese onemocnéni po kurativnim chirurgickém
zakroku. Pokrocild diagnostika tohoto typu by umoznila pfizplisobit rezim sledovani a
celkovou péci o pacienty s kolorektalnim karcinomem a nasledné by vedla i ke zlepSeni
1écebnych vysledki.

Otazky do diskuze

1) Do studie zaméfené na analyzu proteini CD44 a CD133 meéli byt zatazeni
pacienti podstupujici chirurgicky zékrok pro primdrni tumor a nasledné pro
jaterni metastazy. V tabulce ¢.10 zminujete zafazeni 94 pacientl, pficemz 45
mélo MO a 49 znich pak M1. Kolik tedy bylo do studie zatazeno pacientl a
kolik vzorkti?

2) Jaky je rozdil mezi DFI a DFS? Ovéfovali jste na Vasem souboru také vztah
proteintt CD44 a CD133 na délku bezptiznakového pieziti po operaci primarniho
tumoru u pacientd s MO (v klinickém stadiu I-1IT)?

3) U jaké podskupiny pacienti s CRC mé nejvétsi klinicky vyznam stanoveni
prognozy? To znamend u jaké skupiny by informace o individualnim riziku
casného relapsu mohla ovlivnit klinické rozhodovani a proc?

4) Na str. 62 definujete DFI jako ¢as od operace metastdzy do dalsi recidivy
onemocnéni, jak si potom vysvétlujete vliv hladin proteinu CD133 v primarnim
tumoru na takto definované DFI, kdyZz navic hladina v metastdze Zadny vliv na
toto DFI nem¢la?
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5) Jak si vysvétlujete skutecnost, ze hladiny CD133 jsou vyssi v nadorech vyssiho
gradu a soucasné pozitivné koreluji s DFI?

6) Proc jste jako prahovou hodnotu pro binomické déleni exprese jednotlivych genti
pro K-M analyzu zvolil median? Pokousel jste se pomoci ROC analyzy nalézt
vhodnéjsi prahovou hodnotu umoznujici citlivéj$i rozdéleni pacientti do dvou
skupin?

7) Co presn¢ myslite senzitivitou, specificitou a efektivitou PCR reakce (str. 67),
jak jste tyto parametry ovétoval a jaka kritéria jste si pro n€ nastavil?

8) Na str. 68 uvadite, Ze k hodnoceni exprese jste pouzil software REST2009,
jakym zpisobem (vzorcem) ptesné byla provadéna kvantifikace genové exprese?
Pokud byly pouzity referencni geny GAPDH a POLR2A pomoci jakych
algoritmt byly v praci Hlavata et al. vybrany a pro¢? Ovéfoval jste na VaSem
souboru pacientll miru jejich variability, pfipadné jak ovlivni vysledky naptiklad
pouziti jen jednoho z téchto referencnich genti?

Zavér
Dizertaéni prace Mgr. Pavla Pituleho ptfedkladd nové originalni védecké poznatky
v oblasti molekuldrni patologie a diagnostiky kolorektalniho karcinomu. Autor dospél
k vysledktim, které mohou zptesnit diagnostiku a vést k vyssi mife individualizace 1é¢by
tohoto zdvazného onemocnéni. Svym vyznamem ptedstavuje tato prace hodnotné dilo
potencialné¢ vyuzitelné¢ jak v klinické praxi tak pifi dalS$im studiu patogeneze
kolorektalniho karcinomu.

Student prokazal tviir¢i schopnosti, prace splnila pozadavky kladené¢ na dizertaéni praci
v daném oboru. Doporucuji proto praci podle paragrafu 47 VS zakona 111/98 Sb.
k obhajobé a ziskani titulu Ph.D.

V Brné¢ 10/09/2014

W7 e

doc. RNDr. Ondiej Slaby, Ph.D.
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