Oponentsky posudek
na bakalafskou prici Lenky Riegelové

Screening rekurentnich nadoru mocového méchyie pomoci mnohobarevné fluorescenéni in situ
hybridizace

Price je biomedicinsky orientovand a zabyvéd se aplikaci “multicolour” FISH (mFISH) pro
diagnostiku malignich nadort na interfaznich jadrech, ziskanych ze vzorki moce pacientli. Vysledky
jsou porovnany s udaji cytoskopického vySetfeni scilem optimalizovat diagnostiku karcinomu
mocového méchyie na zdkladé citlivosti a specificity obou diagnostickych metod. Vlastni prace je
napsdna peclivé s minimem pieklept, autorka se vSak nevyvarovala nékolika formalnich nedostatkd,
jez uvadim u hodnoceni jednotlivych kapitol.

V uvodni Céasti prace podava autorka na 17 strandch velmi zdafily a uceleny prehled studované
problematiky od obecnych informaci o véetné protoonkognii a tumor-supresorovych geni, pfes
poddrobné informace o nadorech mocového méchyte, jejich klasifikaci, diagnostice a terapii. K této
¢asti mam jenom néekolik drobnych pripominek.

- Nastr. 5 chybi odkaz na Obr. 1.

- Prestoze zkratky CT a MR u zobrazovacich metod jsou pomérné znamé, mély by byt
vysvétleny v textu.

- Funkce telomerdzy na str. 13 je popsdna nepiesné nebo spi§ nepfesné pieloZzena z citované
literatury; ¢tenaf nabude mylného dojmu, Ze funkce telomerédzy spocivd v ochrané telomery
ptichycenim na konec molekuly DNA, ve skute€nosti viak telomerdza pouze naseda na konec,
aby mohla byt telomera prodlouZena podle templdtu, ktery telomeriza nese. Telomeriza
rozhodné nechrani raménka chromosomii pied rekombinaci, jak je mylné uvedeno!

- Nastr. 16 v 1. fddku ma byt uvedeno ,,Poulakis a jeho kolegové* nebo ,,Poulakis a kolektiv
studovali®, nikoliv ,,Puolakis studoval ...*.

Cile prace jsou formuloviny jasné, ale v oddélenych bodech. Osobné ddvam piednost uvadéni cild
formou spojitého textu, obvyklou ve védeckych publikacich.

Kapitola Materidl a metody je psdna formou podrobného protokolu a obsahuje vSechny informace
o provadénych experimentech a zpisobech jejich hodnoceni véetné poctu vySetfenych pacienta,
pivodu chemikalif, atd. Misty obsahuje aZ nadbyte¢né podrobnosti, uvital bych spi§ nez tyto detaily
vysvétleni, pro¢ byly nékteré kroky procedur déldny (napt. pro¢ bylo pouZiviano piedptisobeni
protedzou). Naopak ocenuji velmi precizni popis vlastni FISH v&etné principu této metody. K této
kapitole mam nékolik doplitkovych otdzek.

- Vkap. 2.2.2. na str. 19 je u centrifugace uvedeno 6G, respektive 4G. Co to znamend? Symbol
G je totiZ pouzivan pro gravitacni konstantu.

- V.kap. 2.2.3. je na Obr. 2 ukdzka normalniho interfazniho jadra po FISH se spravnym poctem
hybridiza¢nich signdli od vSech 4 sond. Obrazek dokumentuje precizni provedeni vlastni
FISH, nebot’ hybridiza¢ni signdly jsou perfektni a jejich intenzita odpovida i proporcim mezi
detekovanymi tiseky DNA, to jest signdly tif centromerickych sond jsou obrovské ve srovnani
s jedno-lokusovou sondou. Nezvykly je pro mé ovSem lobovity tvar jadra, u diploidnich jader
bych spi§ o¢ekdval ovalny tvar. MizZe se k tomu autorka vyjadfit?

- K popisu FISH na stran¢ 22: opravdu jste pfikryvala preparit , kouskem* kryctho skla?

V kapitole Vysledky zpracovala autorka data ziskand metodou mFISH u tuctyhodného poctu 564
pacientii formou kold¢ovych diagrami, sloupcovych diagrami a tabulek. Kromé souhrnné dvodni
analyzy dat z hlediska typu nddoru, pohlavi a vé€ku pacientli ma tato kapitola tfi ¢asti. V prvni jsou
data detailné zpracovina z hlediska citlivosti a specificity mFISH, dals{ 2 ¢4sti se zabyvaji srovnanim
diagnostického potencidlu mFISH s cytoskopickym vySetfenim. Ma pouze tyto formélni pfipominky:




- Nastr. 26 a 27 chybi v textu odkazy na kola¢ové diagramy na Obr. 5 a Obr. 6.

- Od str. 28 pieSla autorka z ¢islovani obrazovych pfiloh formou Obr. X na Graf ¢. Y, coz
neopovida standardnimu znaceni ve védeckych pracich. VSECHNY obrazové piflohy by mély
byt uvadény jednotné formou Obr. X!

V ¢asti Diskuze autorka celkem zbyte¢né opakuje nékteré statistické tdaje z kapitoly Vysledky,
vétSina této kapitoly je ale vénovdna srovnini citlivosti a specificity mFISH s invazivnim
cytoskopickym vySetfenim a srovnani vlastnich vysledki s vysledky jinych autort. K diskuzi nemam
zddné konkrétni pripominky, naopak ocefuji objektivnost a kriti¢nost s jakou autorka hodnoti
pouzitelnost a vyznam obou metod pro diagnostické tcely.

Dopliikovy dotaz k prici:

- Mezi vySetfovanymi pacienty vyrazné prevaZovali muzi, coZ je v souladu s literarni
informaci v ivodu préace, Ze u muzi je rakovina mocového méchyte Ctvrtou nejcastéjsi
rakovinou, zatimco u Zen az desdtou. Existuje néjaké vysvétleni, pro¢ tomu tak je?

Zavér
PredloZena price nepochybné splnila pfedem dané cile, kromé zavedeni moderni dopliikové
metody mFISH na pracovisti Skolitele pfinesla i jednozna¢né a dobfe podloZené zdvéry o spolehlivosti
a specificit¢ mFISH pro detekci naddori mocového méchyie a vyznamné tak rozsifila diagnostické

moZnosti pracovi$té. Moje pfipominky jsou vyhradné formélniho charakteru. Price spliiuje pozadavky
kladené na bakalafské studium a doporucuji ji k dspésné obhajobé.

V Ceskych Budgjovicich, dne 1.6.2006
=1
= dgueie
FrantiSek Marec
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Piedkladana prace v rozsahu 42 stran je roz¢lenéna do Sesti zakladnich kapitol dale délenych
do hierarchicky fazenych podkapitol obsahujicich grafy a barevné fotografie. Rozdéleni
odpovida pozadavkiim na bakalafskou praci a dobfe logicky navazuje.V uvodu postradam
souhrn bakalafské prace v némz by byla stru¢né a vystizn€ shrnuta jeji podstata a dosazené
vysledky. Také by bylo vhodné zaradit klicova slova.

Prvni kapitola prace se zaméfuje na teoretické shrnuti zakladnich poznatk( v ramci
zpracovavané problematiky se zaméfenim na onkogenezi,etiologii, histologické hodnoceni
nadorti mocového meéchyte a klinicko-onkologicky pfistup k terapii mocového

méchyfe. Autorka vyuzivala vhodnych literarnich prament, dostateéné aktualnich. K této
kapitole mam pouze drobné pripominky:

str.3 .2 :pobfiSnice neni silna

str.4,odst.2:u rizikového faktoru koufeni bych doporucovala zminit vék pri pocatku koufeni-
vyznamna je hranice 15 let,kdy dochazi k vyzravani epitelu

str.5 klasifikace nadort: T neni nékdy oznaCovana jako pT.

T je klinicka klasifikace a pT je patologicka klasifikace,nelze jedno oznaeni nahradit
druhym.

Str.17:k prognostickym faktoraim doporucuji zafadit také histologicky typ nadoru.V pfipadé
papilarni léze je dobra prognoza,v pripadé ploché 1éze Spatna prognoza

V kapitole 2. Material a metody velice prehledné a podrobné autorka popisuje pouZzitou
metodiku pfi provadeni vySetfovani,pocinaje odbérem vzorku,transportem a zpracovanim
vzorku. Vlastni metodu FISH uvadi s vyCerpavajici teoretickou Casti, vénujici se principu
fluorescencni in situ hybridizace ,chromozomalnim aberacim bunék karcinomu mocového
méchyfe a s tim souvisejicimu vybéru diagnostického kitu .V dalsi praktické Casti bakalarské
prace, nasleduje vlastni postup metody FISH ktery je zavedeny v Laboratofi molekularni
biologie a genetiky v Nemocnici Ceské Budgjovice,a.s. ktery mirné modifikuje doporucovany
postup vyrobce diagnostického kitu,avSak vzhledem k vysokému poctu vySetfenych pacientl
je ziejmé, ze je velice vhodné zvolen pro rutinni diagnostiku rekurence karcinomu mo¢ového
méchyre .



Velmi zajimava je podkapitola 2.3 Strategie hodnoceni.V této kapitole je popsan velice
aktivni pristup autorky k analyze zhotovenych preparatt ve fluorescencnim mikroskopu.
Strategie je rozdéléna do 4 pfistupt ke stanoveni patologického nalezu FISH I — FISH IV.
Jsou zde zhodnoceny jak prinosy jednotlivych typt hodnoceni,ale také ,s naprostou
otevienosti, jejich negativa.Rozdily ve vysledcich vyplyvajici z jejich pouziti jsou pak dale
uvedeny v podkapitole 3.1 Vypocet senzitivity a specificity.

Ke kapitole 2. mam pouze drobnou pfipominku:

Str.18,odbér moce:neni uvedena transportni a skladovaci teplota,ktera mize ovlivnit kvalitu
odebranych vzork( a pii nespravném skladovani muze dojit ke znehodnoceni

V kapitole 3. Vysledky jsou popsany vysledky tGctyhodného souboru 569 vySetienych
pacientt. V této Casti prace je velice peclivé zpracovana analyza dosazenych dat ato

z hlediska histologické klasifikace nadoru v dobé diagnozy,vékového rozlozeni pacientu,dale
srovnany diagnostické metody cystoskopie a /versus FISH.Kapitola je doplnéna velice
srozumitelnymi a dobfe zvolenymi grafy a tabulkami.

Vzhledem k tomu,Ze se jedna s nejvétsi pravdépodobnosti o nejvetsi soubor pacientt
vysetienych kitem UroVysion v Ceské republice, domnivam se,Ze by bylo vhodné statistické
zpracovani.

V Diskusi pak autorka hodnoti dosazené vysledky ve srovnani s literarn€ uvadénymi udaji a
diskutuje pouzitelnost metody,jednotlive analyticke pristupy a také nastinuje moznosti dalsi
mezioborové spoluprace urologu a genetiku.

V Zavéru je pak stru¢né zhodnocen piinos jednotlivych vySetfovacich metod.

Seznam literatury je zapsan standardnim zplsobem.

Autorka pfi zpracovani prace postupovala systematicky a s velkou mirou

peclivosti. VyCerpavajicim zpusobem zpracovala zadané téma,jak po strance teoretické tak
praktické. Vysledky mohou byt pouzity pro dalsi volbu strategie pfi vySetfovani rekurence
karcinomu moc€ového méchyfe .

Z obsahu a zpracovani prace jednoznacné vyplyva,ze autorka naprosto porozumela principtim
metody a pracovala samostatné.

Textova Cast je prehledna a predkladana prace spliuje pozadavky kladené na zavérecnou
praci bakalarskou. Tuto praci doporucuji k obhajobé.

V Ostravé dne 26.5.2006 Magdalena Uvirova /‘fé% /
v



