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Onkologicka klinika V$eobecné fakultni nemocnice
a

1. lékarské fakulty UK
U Nemocnice 2, Praha 2, 128 08

V Praze 29.1. 2006

Oponentsky posudek magisterské diplomové prace Bc. Jany Némcové:

Kvantifikace exprese genli metabolismu 5-fluorouracilu jako predikce citlivosti
k lécbé prekurzory 5-FU u pacientu s kolorektalnim karcinomem

Diplomova prace je vhodné rozdélena do osmi na sebe navazujicich asti.

V uvodu se autorka vénuje zakonitostem maligni transformace jak v roviné
obecné, tak i konkrétné na pfikladu kolorektaliniho karcinomu. Diplomantka
dostateCné pochopila a vysvétlila zasady onkologické IéEby tohoto nadorového
onemocneéni. Vycerpavajicim zplUsobem jsou prezentovany metodické pfistupy
k analyze exprese zvolenych enzymu. Cil prace je jasné definovan. Metodika je
popsana podrobné a srozumitelné. Vysledky jsou piehledné zpracovany a vhodné
dopinény fadou grafll a tabulek. Diskuse obsahuje kritické zhodnoceni vlastnich
vysledkl ve vztahu k vysledkim dosaZenych jinymi pracovnimi skupinami. V zavéru

autorka shrnuje své poznatky.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

1. Zformalniho hlediska by méla autorka vénovat vétsi pozornost dodrzeni
odborného nazvoslovi a vyvarovat se pieklepl a gramatickych chyb.

2. Shrnuti klasifikace kolorektalniho karcinomu v teoretické &asti je jisté na misté
(obrazek 1.), v casti metodika (tabulka 1.) jiz jde o zbyte¢né duplicitni
zarazeni.

3. Vasti Guvodu vénované molekularnim aspektim postradam podrobnéjsi
zminku o katabolické pfeméné 5-FU.

4. V metodice se diplomantka podrobné vénuje izolaci RNA z leukocytl periferni
krve, ovéem Zadny takovy odbér neni v cilech definovan a ve vysledcich
zpracovan. Rad bych pozadal o vysvétleni a seznameni s dosaZzenymi

vysledky.



5. Pfi analyze stejnych cilovych gent v nasi laboratofi jsme se potykali
s problémem, jakou &ast nadoru zvolit k izolaci mRNA a kvalitativni expresi
prediktort. Imunohistochemicky jsme totiz pozorovali vysokou expresi TP ve
stromalnich bufikadch a nikoliv v nadoru. Jakym zpusobem bylo ovéfeno, Ze
vySetfovana tkan byla opravdu tkan nadorova? Byl zjistovan podil nadorovych
bunék a bunék stromatu v odebraném vzorku?

6. V kapitole metodika chybi pfesnéjsi charakteristika pojmu ,pfedlécba“.

V kapitole vysledky postradam zakladni charakteristiku souboru nemocnych.

8. Zklinickéeho pohledu je nepochopitelnda absence systematickeho
vyhodnocovani ucinkll 1é€by a sledovani nezadoucich ucink( terapie. Tato
vytka v8ak sméfuje na adresu kooperujicich zdravotnickych zafizeni a
diplomantkou nemohla byt ovlivnéna. BohuzZel, potencialné velmi zajimavé
vztahy, které by mohly pfispét k optimalizaci protinadorové chemoterapie, tak
nemohly byt na tomto unikatnim rozsahlém souboru nemocnych analyzovany.
Vysledky jsou tak uvedeny pouze deskriptivné, nikoliv v &asové ose
s moznosti vyhodnotit vztah mezi expresi uvedenych prediktord a dalSich
parametrd (Casu do progrese nemoci, ¢asu bez znamek onemocnéni,
celkového pfezivani apod.).

9. Z obrazku 10 na strané 50 vyplyva, ze vy$si exprese TP byla zaznamenana u
nemocnych s uzlinovym postizenim. Nevim vSak, zda-li se jedna o méfeni
exprese TP v primarnim nadoru Ci uzlinach. Paklize se jedna o vztah exprese
TP méfené v primarnim nadoru a uzlinového postizeni, rad bych se seznamil
s moznym vysvétlenim tohoto jevu.

10. Seznam literatury nema sjednocené formatovani.

| pfes uvedené pfipominky dokazuje autorka dostateéné teoretické znalosti.
Zvladla fadu naro€nych molekularné biologickych metodik a dosahla anotovaného
cile. Proto praci doporucuji k obhajob& a v pfipadé uspé&sné oponentury navrhuji

udéleni titulu Mgr.
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Ustav Iékarské genetiky a fetalni mediciny
Lékarské fakulty Univerzity Palackého Olomouc
I. P. Paviova 6, 775 20 Olomouc

Prednosta:
prof. MUDr. J. Santavy, CSc.

V Olomouci 26.1.2006

Oponentsky posudek magisterské diplomové prace Bce. Jany Némcové:

Kvantifikace exprese genii metabolismu 5-fluorouracilu jako predikcee citlivosti k 1écbé
prekurzory 5-FU u pacienti s kolorektilnim karcinomem

Price je logicky a pFehledné strukturovina do 8 kapitol, v ivodu se autorka vénuje

v dostateéné miire problematice, diagnostice a terapii CRC a popisuje enzymatické
modulitory 5-fluorouracilu. DaKi soudisti ivodu je popis nej¢astéjSich metodik a
postupi kvantifikace PCR produktii zaloZenych na real —time systémech.

Cil price je pFesné a jednoznaéné definovin. Metodika je podina podrobné& a
fundované. Vysledky jsou zpracovany pouzitim vhodnych statistickych metod.

V obsahlé diskusi se autorka nejdfive vénuje moznym rizikim, které by mohly vysledky
ovlivnit, a poté srovnava svoje vysledky s podobnymi, jiz publikovanymi. Dale probira
vztahy mezi hladinami exprese genii navzijem a kromé toho korelaci vysledki

s dostupnymi klinickymi daty. V zavéru autorka shrnuje své poznatky.

K praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

Uvodni anotace v angliétiné je napsana ponékud kostrbatg, s vécnymi i formalnimi chybami
(autorka v anotaci hodla napiiklad kvantifikovat geny a nikoli transkripty).

Vzhledem k analyze genové exprese by mohly byt sledované geny popsany presnéji véetné
schematického znazornéni amplifikovanych oblasti. U genu TS neni napf. popséna viibec
lokalizace.

V kapitole 3. (material a metodika) neni definovan soubor pacientii a vzorkli. Neni zde
presnéji popséan zptsob predlécby ( zda-li pouze 5-FU nebo jeho derivéty, ddvkovéni,
podptirnd medikace apod.).

Tab. 1 je jiz soucasti obr.3.

Tab. 1 na stran€ 39 je jina nez tab. 1 na strané€ 42.



Tab. 1 na stran¢ 42 se piekryva s tabulkou 1 na strané 60.

Podobné i ¢islovani obrazki je vlastni kazdé kapitole.

Kapitola 4.1 ve vysledcich patii, aZ na zavéreCnou vétu, spiSe do metodiky.

Ve vysledcich a jednotlivych grafech (obr. 6 — 19) chybi Eetnosti posuzovanych soubort.
U obr. 1 (str. 41) chybi popis jednotlivych kfivek.

Popis v 4.3 neodpovida po¢tim vzorku v tab.1 (str. 42).

V grafech (obr. 2-5) neodpovidaji maximalni hodnoty uvedené v tabulce 1 (str. 43).

V tabulce 5 (str. 48) je uvadén pocet pacienti v kategorii ,,lé¢ba pfed odbérem™ 36 a na str.
51 byl tento pocet 32.

Ve vysledcich by mohlo byt demonstrovano (zvlasté u zajimavych piipadt) vice vlastnich
amplifika¢nich kiivek z real-time PCR.

Seznam zkratek je nelplny.

Zkratka C,ma v praci 2 zcela odliSné vyznamy.

Pouzita literatura a zdroje nemaji sjednocenou formu a obsahuji chyby.

V celém textu se ob¢as vyskytuji pfeklepy a pravopisné chyby .

Jakym zptisobem lze korigovat vysledek kvantifikace na irovni mRNA, kdyZ v pfipad€ genu
TS piisobi i jako zpétnovazebny inhibitor vlastni translace a mize tedy ovlivnit mnoZstvi
enzymu? (kap. 1.1.9)

Jaké zmény v genu mohou zpusobovat sestithové mutace? V kapitole 1.1.11 se uvadi, Ze
zaménu aminokyselin.

Pro¢ si autorka vybrala k vypo¢tu C, metodu druhého derivaéniho maxima?

Jakym zpilisobem provadéla autorka kontrolu kvality izolované RNA a stupné jeji degradace?
V kolika ptipadech se kvantifikace nezdatila?

Testovala autorka rizna fedéni RNA v ramci jednoho vzorku a vliv rizné vychozi
koncentrace na vlastni kvantifikaci?

Jaky je rozdil u proménnych ,,predlécba”, ,1écba pfed odbérem™ (tab.4 str. 46)?

Z jakého diivodu se upustilo od testovani exprese TP genu?

Uvazuje se o zavedeni testovani exprese genu PRPP?

I pies uvedené pripominky dokazuje autorka v teoretické ¢asti orientaci a pFehled

v oblasti studia exprese TS, TP a DPD geni, v praktické ¢asti prokazala, Ze zvlidla
pomérné niaro¢nou metodiku kvantifikace RNA s vyuzZitim Light cycleru. V diskusi byla
schopna porovnat a Kkriticky analyzovat své vysledky a zhodnotit dalSi moZné pFistupy.
Praci doporucuji k obhajobé a v pFipadé uspéSné oponentury navrhuji udéleni titulu
Mgr.

Radek Vodicka, Ph.D.
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