Oponentsky posudek disertace

MUDr. Eva Froiikova: Detekce prestaveb genu pro imunoreceptory u akutni
lymfoblastické leukémie a u zdravych krevnich bunék

Disertace je psana v Cestiné, vlastni text prace konc¢i na str. 40, do strany 83 nésleduji ptilohy.
Disertace je rozdélena ponékud atypicky na dva jakoby samostatné celky (se samostatnym
uvodem, metodikou, cilem prace a samostatné uvedenymi vysledky). Prvni se tyka
molekularniho vyzkumu minimélni rezidualni nemoci (MRN) u pediatrickych akutnich
lymfoblastickych leukemii (ALL), druhy molekularni analyzy piestaveb genti imunoglobulinu
(Ig) a genti a, B, 8 a y fetézcl receptoru T bunek (TcR) u nékterych lymfocytarnich
subpopulaci zdravych darct.

Disertace logicky navazuje na pfedchozi vyzkumné aktivity molekuldrné genetického
pracovisté na Klinice détské hematologie a onkologie 2. LF UK v Praze-Motole, vedené¢ho
Skolitelem, Doc. MUDr. Janem Trkou, Ph.D. Jeho skupina jiz dfive popsala vyznam fuzniho
genu TEL/AML1 jako mozného cile pro sledovani MRN u ALL. Skupina také publikovala dle
mého soudu znaéné prioritni zjiSténi, Ze fyziologicky mohou existovat B buiiky s ¢astecnou
prestavbou geni fetézce TcR;. Autorka disertace se zabyva pfedevsim srovnanim moznosti
detekce MRN pomoci specifickych primert sestrojenych podle zjisténé sekvence
imunoreceptorovych gent jednotlivych pacientii s moznostmi detekce MRN pomoci
monitorace kvantity fuzniho genu u TEL/AML1+ ALL (té&ch bylo 42 z 88 studovanych
détskych pripadd ,,common pre-B ALL).

PtestoZe se oponent vénuje velmi podobné problematice (stanoveni MRN u chronickych
lymfatickych leukemii pomoci kvantifikace exprese 1gVy gent s alela-specifickymi primery),
bylo pro n¢j ¢teni této disertace nesmirné poutavé a v mnoha ohledech pouc¢né. V tvodech
obou ¢asti disertace kandidatka osvédcuje vyborny piehled v molekularni diagnostice ALL,
ale také si — jako lékatka — uvédomuje souvislosti molekularni diagnostiky s konkrétnimi
klinickymi problémy. Srovnani moznosti kvantifikace MRN pomoci real-time PCR (RQ-
PCR) pti uziti Ig a TcR geni (metodika doporu¢ovana skupinou BIOMED), resp. fuzniho
genu TEL/AML1 jako cilovych gent, pfineslo pro oponenta malo o¢ekavany vysledek.
Kandidatka totiZ prokazuje vyssi spolehlivost detekce MRN pomoci kvantifikace exprese
genll imunoreceptort: vysledky se sice zasadné nelisi, ale u urcité podskupiny - cca 5%
nemocnych s TEL/AML1+ ALL, se zda byt kvantifikace MRN pomoci cilového genu
TEL/AML1 méné citliva nez kvantifikace Ig geni. Dochazelo k podhodnoceni MRN o vice
nez 1 fad. Hlavnim vysledkem 2. ¢asti disertace je zjisténi, ze i u normalnich B lymfocytl a
NK bun¢k, na rozdil od granulocytti a monocytl, dochazi k inkompletnim piestavbam gent
TcR. To je extrémné zajimavy nalez. Jiz od poc¢atku 80. let se védélo (napt. Hurwitz), Ze
leukemie mohou exprimovat znaky, typické pro rizné vyvojové fady krevnich bun¢k. To
vedlo ke 2 protikladnym teoriim. Prvni pfedpokladala u leukemii aberantni genovou expresi
(tehdy popisovanou jako ,lineage infidelity — napf. Stass et al.), druha (Greaves et al.
citovany autorkou) ptedpokladala, Ze se atypické fenotypy leukemickych bunék odvozuji od
bunék normalnich bunék s atypickymi transitornimi fenotypy béhem diferenciace a maturace.
Zatimco prvni teorie se zanedlouho poté potvrdila popisy hybridnich (fuznich genti) u
leukemii, druha otazka byla nevyteSena a Trkova skupina nyni znaéné ptispéla (vCetné
vysledkt této disertace) k potvrzeni platnosti i druhé teorie. Od popisu transitorni populace
normalnich CD5,CD19+ buné¢k (tzn. bun€k s koexpresi znak, o kterych se do t€¢ doby vétilo,



ze jsou specifické pro T, resp. B fadu), které odpovidaly fenotypem bunikdm u chronické
lymfatické leukemie (Caligaris-Cappio et al., 1982), uplynulo pies 20 let. Ve svétle v disertaci
popsané ,,liniové promiskuity” mezi B a T lymfocyty je mozna piekvapenim, ze se nenasla
promiskuita mezi lymfocytarni a myeloidni fadou, piestoze jiz pted vice nez 20 lety bylo
posano, ze asi 10% ptipadd s akutni myeloidni leukemii mélo ptestavby genti TcR. Souhrnem
tedy disertace piinesla origindlni, nové vysledky, pfinosné pro svétovou védu — to doklada i
publikace kandidatky v prestiznim ¢asopise (J. Immunol.).

Méné chvaly mam z hlediska formalniho zpracovani vlastni disertace. Je sice napsana
kultivovanym védeckym jazykem (az na n€kolik vyrazt) a bez pieklept, ale na rozdil od
publikaci skupiny, které jsou vzdy velice pckné, chybi disertaci prehlednost, utiidénost
informaci, chybi piehled ptiloh (coz oponenta vede ke zdlouhavejsSimu listovani). Za zbyteéné
pouziti standardniho formatu. Informace, které by patiily dle nazoru oponenta spise do Uvodu
(obecné principy metodickych pristupi), jsou uvedeny v Metodikach, ve kterych pak zcela
chybi detailni popis metodik, nebo alespon jednoznacnéji formulovany odkaz na ptilozené
autor¢iny prilozené publikace. Formulace Cili IT ,,vysortovani NK bungk ... a granulocyti

z periferni krve zdravych darca (buffy coatu)“ a ,,... stanoveni podilu bunék ...* nelze
pokladat za cil prace, ale za metodicky postup vedouci (ke zde nedefinovanému) cili, navic
oznaceny nepfili§ p€knym slovem. Kdyby byl oponent velky detailista, chtél by zeptat, jak se
z buffy-coatt izoluji granulocyty. Zcela chybi kapitola Diskuse (jeji fragmenty jsou uvedeny
ve Vysledcich). Néktera vyobrazeni jsou zafazena do textové ¢asti, néktera jsou zatazena jako
ptilohy — az za kopie publikaci — nerozumim proc.

Ackoli jsem si védom, Ze (nejen) na pracovisti Doc. Trky jde o tymovou praci, musim se optat
kandidatky, co ona konkrétné pfinesla k Gspéchu v této tymové praci a za jaky tsek prace
sama odpovidala. Dal$i dotaz mam k poznamce v tivodu, Ze divky maji u né€kterych leukemii
(ALL) lepsi prognézu — pro¢? (sam to nevim). Posledni dotaz mam k tomu, zda autorka
zkusila kvantifikaci exprese genli imunoreceptorti na bazi RNA (na které byla naopak
zjiStovana exprese fuzniho genu).

Celkovy dojem: kandidatka doséhla pozoruhodnych vysledkd, které byly publikovany

V renomovanych zahrani¢nich ¢asopisech (J. Immunol., resp. Leukemia), navic je Dr.
Fronikova prvni autorkou velmi zdafilého a zajimavého metodického piehledu v ¢eském
casopise (Transf. hematol. dnes). Je spoluautorkou dalSich 2 zahrani¢nich publikaci a jedné
ceské. Vyznamnou mérou ptispéla k védeckému poznani, at’ jiz v oboru molekularniho
vyzkumu stanoveni MRN u ALL, tak i ve fyziologii lymfoidni diferenciace bunék. Ptes své
vytky, tykajici se zpracovani disertace, jsem piesvédcen, ze kandidatka ve své disertaci jasné
prokazuje své predpoklady k samostatné tvoiivé védecké praci a doporucuji, aby ji byl udélen
titul Ph.D.
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