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Oponentsky posudek na disertacni praci

MUDr. Niny Dusilkové

»Studium regulacnich vlastnosti onkogennich mikroRNA za normalnich a patologicky

zménénych podminek s cilem vyuZit znalosti k odhaleni novych tumora“

PfedloZena disertaéni prace MUDr. Dusilkové se zaméfila na analyzu vybranych mikroRNA a jejich vyznam
v neinvazivni diagnostice primarniho kozniho T-bunééného lymfomu (CTLC).

Prdce ma standardni &lenéni vyhovujici narokim disertacni prace. Literdrni reSerSe popisuje roli
mikroRNA v bunééné a nddorové biologii. Nese vsobé i ucelené shrnuti souvislosti aberantni exprese
mikroRNA u hematologickych malignit s jejich vyuZitim jako potencidlniho biomarkeru. Rovnéz je souhrnné
podén pfehled o studovaném onemocnéni CTLC. Vysledky disertacni prace jsou posileny vedlejsimi vysledky,
ke kterym studentka pFispéla konkrétnim méfenim, byt se pfimo nevztahuji k hypotéze a cilliim disertacni
prace. Prace je opatfena pfilozenymi €ldnky, kdy v jednom pfipadé je studentka prvni autorkou. Clanek, ktery
je publikovany v ¢asopise Int J Mol Sci (IF 4,5) v sobé nese cile a vysledky tématu disertacni prace. Dal3imi
pfilohami jsou 4 publikace v odbornych &asopisech s IF 2,24; 3,3 a 2x 7,6, z nichZ jedna publikace ma formu
dopisu editorovi. V téchto 4 publikacich je studentka spoluautorkou.

V literdrnim pfehledu neni mozné pfehlédnout niZsi orientaci studentky v oblasti BCR-ABL1 pozitivnich
onemocnéni. Neni prokdzano, Ze delece v oblasti genu ABL1 maji souvislost s patogenezi ¢i horsi prognézou
chronické myeloidni leukémie (CML). Na toto poukazuje v disertacni praci citovand v podstaté ojedinéla
publikace. Je tudiz malo pravdépodobné, Ze citované mikroRNA by mohly nabidnout nové diagnostické a
terapeutické strategie u CML. Obdobné u Ph positivni akutni lymfoblastické leukéme s vysokou
pravdépodobnosti nebude terapeuticky vyuZivana obnova exprese miR-203 5-azacitidinem, kterd by umlcovala
expresi fuzniho onkogenu BCR-ABL1, jak je v disertatni praci popisovdno, ale spiSe 3. generace inhibitorl
tyrozinovych kindz, jako je ponatinib, ktery je neju¢innéjsi v tlumeni aktivity BCR-ABL1 a dalSich kindz.

V celém textu disertadni prace se bohuZel objevuje vysokd ¢etnost chyb ve smyslu nespravné pouzivanych
diakritickych znamének, nespravného sklofiovani apod. V textu se objevuje az 5 rliznych oznaceni mikroRNA
(MIiRNA-XX; mir-XX; miR — XX, miR-XX; miRxx). Vhodné by bylo pouzivat jednotici oznaceni pro mikroRNA.

Popisky k obrazkiim zcela splyvaji stextem, coZ sniZuje orientaci Ctenare. V legendé obrazku 9 nejsou
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vysvétleny zkratky, které se objevuji v grafech. Na vysvétleni zkratek je odkdzdno na text, coz je velmi

nepraktické.

Za velmi zdafilou povaZuji formulaci hypotézy a cill, které jasné vyjadfuji podstatu celé prace a

otekdvané vysledky. Ziskané vysledky z méfeni jsou dobfe hodnoceny s pouzitim rdznych pfistupl a

statistickych nastroju.

K vlastnimu méfeni, ziskanym vysledktm a diskusi mam nékolik komentari:

1)

2)

3)

4)

Disertaéni prace je postavena na méFeni vzork( odebiranych od malého poctu pacientd. Celkové bylo
odebrdno 47 vzork( od 10 pacientd. Kontrolni skupinu tvofilo 6 pacientl s benignim onemocnénim
kdZze a 5 dobrovolnych zdravych jedinct. To se pak do urcité miry mGzZe odraZet v ziskanych vysledcich
a v nezbytnosti validaéni kohorty pacientt.

Z laboratornich technik si studentka osvojila pouze jednu analytickou metodu, tj. real-time RT-gPCR
pro kvantifikaci vybranych mikroRNA, coZ odpovida rozsahu diplomové prace.

Jako problematické vidim vyjadfeni exprese miRNA vobrazku 8 a statistické hodnoceni exprese
mikroRNA mezi pacienty a kontrolnimi skupinami, kdy jsou hodnoceny dohromady multiplicitné
odebrané vzorky od 1 pacienta v priibéhu Ié¢by. To se do jisté miry mohlo projevit u hodnoceni
exprese miR-203 u pacientll se Sézaryho syndromem, kde je zfejmd normalni exprese u 3 vzorkl a
signifikantné sniZzend exprese u Sesti vzorkd. Obdobné to je u obrdzku 10, ktery zobrazuje hodnoceni
exprese miR-203 v souvislosti s odpovédi na lécbu.

K diskusi mam jednu pozndmku. Studentka piSe, Ze aktivita miR-155 je spojend s maligni proliferaci
v lymfoidnich malignitdch. Domnivam se, Ze se nejednd o aktivitu mikroRNA jako spiSe o aberantni

nadprodukci mikroRNA, ktera pak nadmérné cili tumorsupresorové geny.

Na studentku mam nasledujici dotazy:

1)

2)

3)

Exprese vybranych mikroRNA byly vyjadfovany k expresi miR-103 a miR-423-5p, které dle vyjadreni
studentky v textu prace jsou stabilné exprimovany. Chtéla jsem se zeptat, zda byla stabilita exprese
ovérovana v plasmé kontrolnich jedinct a pacientd?

Testovali jste citlivost méFeni jednotlivych miRNA specifickych primerG? Jaké byly cut-off pro Ct
jednotlivych assayi?

Pro¢ nebyl interval odbért shodny pro viechny pacienty?
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4) Muze normalni exprese miR-203 u 3 vzork( a signifikantné snizend exprese u 6 vzorkid zjisténd ve
vztahu k diagnéze (obrazek 8) i ve vztahu k Ié¢ebné odpovédi (obrdzek 10) souviset s tim, Ze vzorky
pochézeji od konkrétniho pacienta/pacientli? Takové rozdily v expresi miR-203 totiZ nejsou pozorovany
ve vztahu ke klinickému stadiu onemocnéni.

5) O vyuZiti mikroRNA jako terapeutického cile se vedou diskuse. Hlavnim dlvodem je to, Ze aberantné
exprimujici se mikroRNA nejsou “driver event” daného onemocnéni. Jaky je Vas nazor?

6) Méfeni hladiny mikroRNA zatim nebylo standardizovano a neobjevuje se v doporucenich pro
diagnostiku a/nebo méfeni méfitelné zbytkové nemoci u hematologickych malignit. Kde spatfujete

uskali ve standardizaci kvantifikace mikroRNA pro diagnostické ucely?

Zavér:
PfedloZend prace splfiuje naroky na disertaéni praci a poukazuje na predpoklady autorky k provadéni
samostatnych Gkold v rdmci vyzkumné prace, éehoZ jsou dlkazem pfiloZzené publikace, jejichz je MUDr.

Dusilkovd hlavni autorkou nebo spoluautorkou.

Po Uspésném obhajeni disertacni prace doporucuji udélit MUDr. Niné Dusilkové titul Ph.D.

V Praze dne 11.10.2021 doc. Mgr. Katefina Machova Poldkovd, Ph.D.
vedouci Oddéleni molekuldrni genetiky
E-mail: katerina.machpva@uhkt.cz

tel.: 221 977 305
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