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Oponentsky posudek na doktorskou disertaci Mgr. Martina PeSty ..Sledovini biologické
aktivity kolorektdlniho karcinomu metodou Real-Time PCR*

Prace Mgr. Martina Pesty je vénovana problematice kolorektalniho karcinomu,
jednoho z nejéastéjsich zhoubnych novotvari v populaci Ceské republiky. Cilem disertace
bylo vyvinout diagnostické metody na Grovni molekularni biologie, které umozni vyhodnotit
metabolické vlastnosti vySetfované nadorové tkan€ a tim umoZnit klinikiim aplikovat cilené
vybrana cytostatika ¢&i jejich kombinace z moZnosti, které jsou v sou¢asnosti pro lé¢bu
kolorektélniho karcinomu Ceskou onkologickou spole¢nosti doporugovany. VySetfovani
genovych expresi mRNA je metoda velice naro&na a hodnotitel nemé informace, Ze by tato
technologie byla k uvedenych u¢elim na n&kterych z pracovist’ v nasi republice zavedena a
vyuZivana. Pfitom se dle zahrani€nich zku§enosti tyto metody vyuZivaji k pfedpovédi vhodné
terapie zhoubnych novotvari zatim sice v ramci klinickych studii, nicméné s velmi nadéjnymi
vysledky. Téma prace proto pokladam za vysoce aktudlni a ofekavané vysledky za velmi
dtlezité pro kliniky zabyvajici se problematikou kolorektalniho karcinomu.

Uvodni kapitoly dizertace jsou vénovany obecné biologii nadorového procesu,
zejména procesu onkogeneze. Autor pohliZi na rakovinu jakoZto na autoakceleraéni proces,
kdy se v prib&hu nemoci fenotyp i genotyp nadorovych bun&k podstatn€ vyviji. Znatnou
pozornost vénuje problematice buné&ného cyklu, a prognoze, a nadorové prognostickym
geniim. Mutace antionkogenti jsou zodpovédné za né&které syndromy, jejichZ podstatou je
dé&di¢ny vyskyt riznych kombinaci zhoubnych novotvarti. Autor vé€nuje pozornost zejména
mutacim genu p53 (tzv. strazce genomu) a syndromu zvaném Li Fraumeni syndrom,
nezapomina na mutace genti BRCA-1 a BRCA-2, APC gen, geni NF-1 a NF-2, WT1, VHL a
DCC genu. Z genti riznych faktort, které pisobi jako onkogeny, vé€nuje pozornost tzv. rodiné
EGFR, gentim jadernych transkrip&nich faktord a genim cyklint a cyklin-dependentnich
kinaz, které mohou fungovat jakoZto onkogeny.

V dalsi &asti prace se autor vénuje problematice matrixovych metaloproteinaz, které
hraji vyznamnou roli v progresi fady nadorovych onemocnéni. Jejich tkatiové inhibitory
smaji rovnéZz vyznam v patogeneze nadorovych onemocnéni, proto se jevi logické vySetiovat
exprese matrixovych metaloproteinaz i jejich tkatiovych inhibitord u konkrétnich nadorovych
linii kolorektéalniho karcinomu i u tkafiovych vzorki vySetfovanych pacientt.

Metabolismus fluoropyrimidind miZe byt u nadort od riiznych pacientt velmi
odli$ny, coZ je patrné jednou z pfi¢in rozdilnych vysledkt protinadorové terapie. Proto se
autor zamsé&fil na geny metabolismu pyrimidint — thymidilat syntazy, thymidin fosforylazy a
dihydropyrimidin dehydrogenazy.

Dalsi kapitoly dizertace jsou vénovany epidemiologii a formam kolorektalniho
karcinomu, odliSuje zde formy sporadické a hereditarni. Je dobfe popsana patogeneze
uvedenych nadort, jejich klinicka klasifikace a detailné jsou propsany i nadorové markery u
téchto onemocnéni.

Uvod k Metodice prace seznamuje ¢tenafe s riznymi technologiemi méfeni genové
exprese.

K vlastnim cilim disertace patfilo celkem 6 bodi (vypracovat metody stanoveni
genové exprese gend matrixovych metaloproteinaz a jejich tkatfiovych inhibitorti, stanovit




jejich expresi metodou kvantitativni PCR u nadorovych linii bun€k kolorektalniho karcinomu,
ve vzorcich zdravé tkang&, ve vzorcich biopsii odebranych nadort a u nezhoubnych novotvari.
Déle se autor zam&fil na stanoveni exprese genii metabolismu pyrimidind, rovnéz metodou
RT-PCR ve vzorcich nddorové i nenadorové tkané a vysledky planoval porovnat s klinickym
stavem a vyvojem onemocné&ni a s biologickymi vlastnostmi nadorovych linii. Také se
zamé&fil na stanoveni pfitomnosti mutace K-ras genu kodon 12 v odpovidajicich vzorcich
nadorové i nenadorové tkan&. Vy3etfil celkem tii lidské nadorové linie primarniho &i
metastazujicicho kolorektalniho karcinomu a dale pak soubor 38 pacienti s touto chorobou.
Vlastni metodologie je velmi podrobné popséana vEetné navrhii parametri pro stanoveni
jednotlivych genti a house-keeping genu. Dale jsou popsany ptipravy standardi, sekvence
klonovanych standardi a vlastni provedeni polymerazové fetézové reakce v realném &ase.
V préci je zahrnuta i bohatd dokumentace tvofena konkrétnimi zaznamy PCR v redlném Case.
Autor si ovéfil dobrou reprodukovatelnost pouZitych metodik, nez pfistoupil k vlastnimu
méfeni v praci sledovanych parametri. Soubor nemocnych byl podrobné definovan podle
klinické klasifikace a statisticka analyza byla provedena s vyuZitim adekvatnich testu.
Vysledky dizertace, které autor porovnal s dal§imi literarnimi tdaji v obséhlé diskusi,
jsou vyjmenovany v zavérech dizertace:

1. Navrhl primery a optimalizoval podminky provedeni kvantitativni PCR pro stanoveni

exprese geni MMP-7, TIMP-1, MMP-2 a TIMP-2.

2. Zaznamenal pfitomnost exprese geni GAPDH, TIMP-1 a TIMP-2 u nadorovych linii
HT-29, SW480 a SW620. Zaznamenal vysokou hladinu exprese MMP-7 u linie HT-
29. Exprese je o 2-3 fady vyssi neZ u linii SW480 a SW620. Expresi mRNA MMP-2 u
linie HT-29 nezaznamenal. Expresi mRNA MMP-2 detekoval u linii SW480 a
SW620.

Zjistil, Ze stanoveni exprese absolutné a relativné je u nadorovych linii ekvivalentni.
4. Prokazal signifikantn€ vy§si expresi mRNA MMP-7, TIMP-1, MMP-2 a TIMP-2

v nadorové tkani oproti normalni tkani. Lze vyuZit pfi terapii.

5. Nezaznamenal korelaci pfitomnosti exprese geni MMP-7, TIMP-1, MMP-2 a TIMP-2

s celkovym piezitim a DFI.

6. Zjistil, Ze vy$si stadium nadorového onemocnéni odpovidéa vy$Simu medianu hodnot
poméru MMP-2/TIMP-2.

7. Nezaznamenal rozdil mezi expresi genti TS, TP a DPD v kontrolni a nadorové tkani.

8. Zaznamenal hrani&né signifikantni zvySeni exprese TS u nadort kolon ve srovnani

s tumory rektosigmoidea a rekta. Toto zji§téni lze vyuZit pfi volbé terapie.

9. Zaznamenal hrani&né signifikantni korelaci mezi expresi TS a DPD. Toto zji§téni 1ze
vyuzit pfi volbé terapie.
10. Nezaznamenal korelaci hladiny exprese mRNA TS, TP a DPD s celkovym pfezitim a

DFI.

ot

Dotazy oponenta pro autora dizertace:

Pane magistfe, v zavérech dizertace, konkrétné€ v bodech 4, 8 a 9, zmifiujete, Ze zjisténi
zde prokazana lze vyuzit v terapii kolorektalniho karcinomu. Otazka zni, jaka konkrétni
1é¢ebna schémata byste na zaklad€ uvedenych vysledki doporu¢oval podat.

Dalsi dotaz je z oblasti literarnich odkazi, zdali mate informace o tom, Ze se takto
cilené podavana chemoterapie u kolorektalniho karcinomu jiz pouziva a jaké jsou jeji
vysledky.

Zaveér oponenta:
Autor dizertace splnil vytyCené cile a vypracoval technologii kvantitativni PCR a
vyuzil ji ke konkrétnim vySetfenim biologickych vlastnosti nadorovych buné€k kolorektalniho




karcinomu. Préace zasluhuje ocenéni nejen za konciznost a vyvazenost &asti literarnich a &asti
metodické, ale je tfeba zvlasté ocenit zvladnuti vysoce naro&né $pi¢kové technologie. Tato
dizertace doklada pripravenost laboratofe, dizertanta i tymu, se kterym dizertant
spolupracoval, pro i¢ast plnéni vyzkumnych ukold v oblasti prediktivni onkologie.
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