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doktorske dizerta¢ni prace Mgr. Elisky Vaclavikove

Genetické pri¢iny medularniho karcinomu Stitné zlazy a
Hirschprungovy choroby

Prace je zaméfena na studium molekularné genetickych pric¢in dvou jednoduchych
neurokristopatii - medularniho karcinomu &titné zlazy (MTC) a Hirschprungovy choroby,
okrajové jsou popsany i komplexni neurokristopatie - mnohocetna endokrinni neoplazie typu
2A a 2B. Resena problematika ma velky vyznam pro pochopeni molekularni podstaty
studovanych onemocnéni a ma nezanedbatelné praktické dopady pro diagnostickou praxi.
Dulezitost feSené problematiky je také podpofena skutecnosti, Ze karcinomy §titné zlazy
piedstavuji nejcastéjsi onkologické onemocnéni v endokrinologii. Prace je vénovana zejména
analyze genetickych variant v RET proto-onkogenu, ktery hraje v patogenezi vyse zminénych
onemocnéni vyznamnou roli.

Cil dizerta¢ni prace

Cilem prace byla detekce hlavnich genetickych aberaci v RET proto-onkogenu, studium
polymorfismi jako modifikujicich faktorti v patogenezi onemocnéni a studium vztahu mezi
genetickymi zménami a jejich fenotypovymi projevy u pacienti S medularnim karcinomem
Stitné zlazy a Hirschprungovou chorobou.

Forma a rozsah prace

Dizertace je vypracovana v ¢eském jazyce, ma logickou stavbu, je prehledna a srozumitelna.
Teoreticka Cast predstavuje uceleny piehled soucasnych znalosti, popisuje klinické,
diagnostické a terapeutické aspekty studovanych onemocnéni, vysvétluje molekularné
genetické pficiny vzniku a progrese onemocnéni. K teoretické ¢asti se vztahuje Sest
priloZzenych souhrnnych ¢lankt publikovanych v ¢eskych odbornych ¢asopisech.
Vysledkova ¢ast, jejimZ jadrem je 10 publikaci, je ptehledné ¢lenéna do péti podkapitol
vénujicim se detekci zarodeénych mutaci a studiu polymorfismti v RET proto-onkogenu u
pacienti s MTC a Hirschprungovou chorobou, jedna kapitola je vénovana detekci
somatickych mutaci u pacientti s MTC. V kazdé kapitole jsou stru¢né shrnuty dosazené
vysledky, na které navazuje diskuze a komentate k publikacim vztahujicim se k danému
tématu.

Celkove¢ je podkladem dizerta¢ni prace Uctyhodnych 16 publikaci, z nichz 9 je uvetejnéno
Vv mezinarodnich casopisech. Uchazecka je prvni autorkou ve tfech publikacich s IF.

Hodnoceni postupu, metodik a vysledkii

Molekularné geneticka analyza byla provedena u nékolika set dobfe klinicky
charakterizovanych pacientti a jejich rodinnych ptislusnikl, ke studiu polymorfismi slouzilo
téz 205 vzorkt kontrolniho souboru.

K analyze mutaci v RET proto-onkogenu byla pouZita jak Sangerova sekvena¢ni analyza tak
analyza vyuZzivajici sekvenovani nové generace. Varianty nejasného vyznamu byly testovany
in silico pomoci ti volné dostupnych predikénich programi. Pro vysSetfeni polymorfismi byla
pouZita metoda real-time PCR s pouzitim TagMan sond, ziskané vysledky byly statisticky
vyhodnoceny. Pouzité postupy hodnotim jako vhodné k dosazeni vytyéenych cilu.

Hlavni pfinos prace spatfuji ve vySetfeni rozsahlych skupin pacientt, které vedlo k
identifikaci zndmych i novych variant v RET proto-onkogenu u desitek pacientt. Ziskané
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Klasifikace mutaci dle jejich rizikovosti. Dalsim ptinosem prace je studium polymorfismui v



RET proto-onkogenu, které vyustilo v identifikaci n€¢kolika potencialnich rizikovych a
protektivnich variant.

Prace mé velky vyznam v oblasti diagnostické. Rozsahla analyza variant identifikovanych u
¢eskych pacientt v porovnani s udaji publikovanymi ve svétové literatuie umoznuje predikci
dalsiho pribéhu onemocnéni u pacientti a navrh profylaktické péce u rodinnych ptislusniki.
Velmi cennou soucasti prace je kriticky popis problémi, které molekularné geneticka analyza
ptinasi. Jsou napiiklad diskutovany dvé kontroverzni varianty (p.Tyr791Phe a p.Ser649Leu),
u kterych neni ziejma jejich patogenita. Pritom, jak bylo zminéno vySe, je interpretace
patogenity mutace zasadni informaci v rozhodovani 1ékaiti 0 pé¢i 0 pacienty i jejich rodiny.

Komentare a dotazy
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Obrazky 8, 10 a 11 by si pro lepsSi srozumitelnost zaslouzily podrobnéjsi legendu, napf. u
obr. 8 neni uvedeno zvétseni a zpiisob barveni. U obrazkd 8 a 10 neni ziejmé, zda se jedna
0 snimky potizené na pracovisti nebo prevzaté z literatury.

V metodické ¢asti v Tabulce 6 by bylo vhodné doplnit délky PCR produktd.

V metodické ¢asti na strané 42 autorka popisuje sekvenacni reakci: ,,Jedné se take o PCR,
jiz se krom¢ nukleotidii icastni i mensi ¢ast fluorescencné znaenych dideoxynukleotidi®.
Pro vysvétleni principu sekvenaéni reakce povazuji za dalezité zdlraznit nejen tiCast
dideoxynukleotidu, ale také pritomnost pouze jednoho primeru.

V dizerta¢ni praci i v Pfiloze 10 je zminéna sekvenacni analyza z FFPE vzorka
(formalin-fixed paraffin-embeded sample), vysledky vSak nejsou dokumentovany.
Analyza téchto vzorkl byva problematicka, protoze formalin degraduje DNA. Jak jste
Vv tomto ptipadé postupovali? Byly pouzity kratSi PCR produkty? Jaka byla kvalita
sekvenovani?

Z porovnani tabulek 7 a 9 vyplyv4, Ze sekvence primerti pro PCR a sekvenovani jsou
v nékterych ptipadech odlisné. Jaky je k tomu divod?

Prace doklada, Ze sekvenovani nove generace je velmi prospé$na metoda pti analyze
somatickych mutaci, protoze dokaze zachytit i pomérné malé procento mutovanych alel.
V praci je uveden piiklad, kdy mutovana alela byla detekovana pouze v 7%
osekvenovanych fragmentd. Jaka byla hloubka ¢teni? Je planovana revize dostupnych
vzorkll metodou NGS?

Zavér

Dizerta¢ni prace vyznmané piispiva K problematice Castych endokrinnich onemocnéni a
ukazuje piinos i uskali molekularné genetické diagnostiky téchto onemocnéni. Prace spliiuje
vytéené cile, vyuziva moderni metody molekularné genetické diagnostiky a pfindsi nové
poznatky, které¢ prosly kritickym hodnocenim v impaktovanych casopisech. Uchazecka
prokazala, Ze ma v dané problematice hluboké teoretické znalosti, je schopnd publikovat
vysledky své préce a prezentovat je na domacich i zahrani¢nich konferencich. Piedkladana
dizertacni prace prokazuje piredpoklady autorky k samostatné tvirci védecké praci.

Na zakladé vyse uvedenych skute¢nosti doporuéuji dizertaéni praci k obhajob¢ a na jejim
zakladé navrhuji udélit Mgr. EliSce Vaclavikové akademicky titul ,,philosophiae doctor*
(Ph.D.).
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