Posudek oponenta
na dizerta éni praci Mgr. Kate Finy Caltové s nazvem

»restovani chemosenzitivity u bun  ék lidského ovarialniho karcinomu a jeho
modelového systému, bun é€éné linie A2780"

PredloZzen& dizertacni prace se zabyva ne zcela novou, ale stale aktualni
problematikou, ktera se vztahuje k optimalizaci léCby nadorovych onemocnéni a to
jsou testy chemosensitivity in vitro. Autorka se zameéfila na ovarialni karcinomy a
experimenty byly provadény jednak na souboru Kklinickych vzork( a jednak na
bunéc&né linii odvozené od ovarialniho karcinomu A2780.

Po formalni strance je dizertacni prace klasicky ¢lenéna a jednotlivé ¢asti maji
rozsah odpovidajici tomuto typu praci. V souasném stavu problematiky autorka
podava stru¢ny prehled epidemiologie, patogeneze a léCby ovarialniho karcinomu.
Vénuje se zde problematice rezistence a podava prehled testll pouzivanych pro
testovani chemosensitivity in vitro. Autorka vyuZzila Sirokou fadu experimentalnich
metod, které jsou velmi podrobné popsany spolu se zdrojovym materidlem v kapitole
Material a metody.

Vlastnim cilem prace bylo zodpovédét s vyuzitim testl in vitro nékolik otazek
souvisejicich s testovanim klinickych vzorka a dale je ovéfit u standardni bunécéné
linie A2780. V experimentech bylo pouZito 6 chemoterapeutik s odliSnymi
mechanismy U¢inkG a dle stanoveného kli€e byla hodnocena reaktivita pomeérné
rozsahlého souboru 83 vzorkl ze solidnich nadorl a 61 vzorkd ascitu. Vysledky jsou
dolozZeny Ffadou tabulek a grafll se statistickym vyhodnocenim a snimky z ¢asosbérné
a fluorescenéni mikroskopie. Pfinosem jsou zejména vysledky, které porovnavaly
reaktivitu Cerstvych a zamrazenych vzorkd, coz mlze byt vyznamné pro rutinni
vyuZziti v klinické laboratofi. Také srovnani reaktivity solidniho nadoru a ascitu téze
pacientky (19 parovych vzorkl) ukazala pomérné velkou shodu (73%), coz by také
mohlo usnadnit testovani. Zde je vSak nutné ovéfit tuto skute¢nost na vétSim poctu
vzorkl. Zajimavé je rovnéz dynamické sledovani reaktivity nadora v ¢ase, avSak tato
problematika je ponékud komplexnéjSi a je také potieba ovéfit vysledky na vétSim
souboru pacientek a s ohledem na dalSi parametry.

Druha c&ast prace porovnava ucinky sledovanych chemoterapeutik na
sensitivni bunéc&né ovarialni linii A2780 s vyuZitim nékolika testd in vitro vcetné
dynamického méreni v realném Case (systém xCELLigence) a morfologickych studii.
Tyto vysledky ukazaly pomérmeé dobrou shodu jednotlivych testl a nejvétsi citlivost
pravé u méreni bunécného indexu. V této ¢asti prace se autorka ¢astec¢né zamérila i
na nékteré mechanismy puasobeni cytostatik jako jsou zmény bunécéného cyklu a
nékterych proteind spojenych sjeho regulaci i na proteiny spojené s indukci
apoptozy (Bax, XIAP, aktivita kaspazy-3).

Na zavér jsou vysledky asi na 15 strankach diskutovany a shrnuty. Cely text je
doplnén seznamem zkratek a asi 140 citacemi.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

- Vzhledem k tomu, Ze se celd prace zabyva pusobenim chemoterapeutik je
kapitola v Uvodu vénovana lé¢bé ovarialniho karcinomu velmi struéna. Vice
pozornosti mélo byt vénovano také molekularnim mechanismim pusobeni
chemoterapeutik s ohledem na zastavu bunécného cyklu a indukci bunécné
smirti, coz bylo v praci studovano u bunécné linie A2780.




Popis experimentélnich postupl je vyCerpavajici, jen mi vadi stylizace ve
formé& ,vzorek se roztfihal, suspenze se pipetovala, buriky se naredily,
preparaty se prohlizely* atd. Vhodné&jSi formou je napf. trpny zpusob.

Popis reaktivity vzorka pod obrazky 5-1-1, 5-1-2 a 5-1-3 neni Uplné idealni.
SrozumitélngjSi by bylo napsat u vSeho, kolik % cytostatikum zabiji nebo
naopak kolik % preziva. Co je mysSleno ,vysokou koncentraci cytostatika“?
MTT test je zaloZzen na reakci mitochondridlniho enzymu a muaze byt
problematicky u latek, jejichz mechanismus G¢inkl zahrnuje mitochondrie
(zejména latek, které indukuji produkci reaktivnich kyslikovych radikalt). To se
tyka i napf. indukce vnitfni (mitochondrialni) drahy apoptézy. Lze u nékterého
z pouzitych cytostatik takové u€inky prfedpokladat nebo byly prokazany?

V Diskusi se dle mého nazoru opakuji nékteré obecné véci (vyskyt ovarialnich
nadord, mechanismy Ggink{ cytostatik), které jsou v Uvodu nebo by tam spise
patfily. Naopak mohly byt zminény podrobnéji dalSi mozZnosti ¢ metody
vyuZzitelné pro zjiStovani citlivosti nAdorovych bunék na Ié¢bu.

Na str. 81 mi chybi citace k uvadéné klinické studii s trojkombinaci cytostatik.
Na str. 81 jsou také zmifiovany pficiny rozdilné reaktivity klinickych vzorkd.
NemuUze se na ni podilet i heterogenita vzorkl s ohledem na zastoupeni
nadorovych a jinych bunék?

Opravdu nejsou znamé zadné markery, které by identifikovaly ovarialni
nadorové bunky?

U bunék ziskanych ze solidniho nadoru Ize pfedpokladat pfitomnost vlastnich
nadorovych bunék a dale bunék stromalnich pfip. imunitnich. Jak je tomu u
ascitu?

Jaké mohou byt mozné pfi€iny rezistence ovarialnich bunék ke karboplatiné
ve srovnani s cisplatinou?

Linie A5780 je velmi ¢asto pouzivana jako experimentalni objekt a existuje
fada praci o ucincich zejména platinovych cytostatik. Této ¢asti vysledkl by
prospélo detailngjSi studium zpusobu bunééné smrti a molekul s ni spojenych
a v Diskusi vymezeni, jaké nové poznatky pfinaseji predlozené vysledky. Zde
mi také chybi hlubsi rozbor a srovnéni, co jiz bylo s vyuZzitim této linie zjisténo
jinymi autory o pulsobeni sledovanych cytostatik na bunéény cyklus, pfip.
bunéCnou smrt. Ktéto linii rovnéZz existuje partnerskd linie rezistentni
k cisplatiné A2780cis, ktera mohla byt pouzita pro srovnani pravé s ohledem
na rezistenci ovarialnich nadoru.

Kolikrat byly opakovany experimenty méfeni bunééného cyklu a exprese
proteinu?

U vysledkd z western blotl by méla byt uvedena molekulova hmotnost
proteinu. Byly uvedené proteiny méfeny na tomtéz gelu? Pro€ byla stanovena
zrovna jen exprese proteinu Bax a XIAP? Ktery ze dvou prouzkl pro XIAP byl
méfen?

Jaky hypoteticky postup Ié€by by preferovala autorka na zakladé vysledku své
prace (monoterapie ¢&i pfipadné néjaka kombinace cytostatik)?

Je zfejmé, Ze problematika feSena vramci dizertacni prace je velmi slozitd a
komplexni a zahrnuje fadu dalSich aspektl, které autorka také zmifuje a které
nemohly byt pochopitelné vramci diléi prace zahrnuty. Také prace s klinickymi
vzorky je naro€nd a ma sva uskali. | kdyZz mohla byt vétSi pozornost vénovana
nékterym molekularnim mechanismim a pfipadnym korelacim s citlivosti bunék na



vybrand cytostatika, autorka zvladla Sirokou Skélu experimentalnich metod a
prokazala schopnost samostatné tvurci prace. Jeji vysledky pfinaSeji nékteré nové
poznatky, které pfispivaji k dlouho diskutované problematice testovani citlivosti na
[é€bu s vyuZzitim testl ex vivo.

Pfes uvedené pfipominky Ize tedy shrnout, Ze vytyCené cile dizertacni prace byly
splnény, dosazené vysledky mohou pfispét k optimalizaci l|éCby ovarialniho
karcinomu a jsou pfinosem pro obor Lékafska biologie. Praci proto doporucuji
k obhajobé.

V Brné dne 22. 11. 2013 prof. RNDr. Jifina Hofmanova, CSc.



