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Vdzeny pane profesore,

k oponenture mi byla predlozena doktorandskd diserta&ni prdce MUDr. Hany
Votavové sndzvem: Odliseni prii*nc’:rné mediastindlniho a difuzniho
velkobunééného B-lymfomu s vyuZitim metody real - time kvantitativni
polymerdzové fetézové reakce.

Praci tvori souhrnnd Gvoedni édst v rozsahu 22 stran, kterd obsahuje popis
molekuldrni  genetiky a  kliniky mediastindiniho (PMBL) a difuzniho
velkobunécného B-lymfomu (DLBCL). Ddle jsou zde zarazeny kapitoly
diagnosticky vyuzivané metody a geny vyseffované v predkladané praci.
Teoretickd Ovodni Cast vychdzi z 64 literdrmich odkaz®. Doktorandka rozebird
zejména molekularni podstatu choroby a podrobné se vénuje vyuziti
imunohistochemie a zejména RTQPCR k odliseni PMBL a DLBCL. V z&véru
kapitoly jsou popsdny geny vy3etiované v predklddané praci — CD23 (Fcer?),
PdI2 a Blk (RTGPCR), resp. CD20, CD5, CD30, CD23, CD10, bclé a Mum1/Irf4
(imnunohistochemie). Kapitola je celkové prehledné psanad, jako klinik bych
ocenil rozsahlejsi popis morfologie, imunofenotypu, genetiky a klinickych dat
PMBL. Tézisté prace je viak v metoddch molekuldrni genetiky, proto zvolenou
stfruCnost doktorandky v klinicko-patologickych oblastech respekiuji, na druhé
stran& peclivost a rozsah zpracovdni oddild o izolaci RNA a RTgPCR ocenuiji.
Mdam viak vyhrady k pouZivani terminu ,genovd signatura”, jelikoz slovo
signatura je jen prostym zpUsobem pievzaté z anglického origindlu a

v Ceském textu je vyznamové velmi neurdité. Podobné by se jist&é daly naijit




Ceské (nebo jiné) ekvivalenty pro vyrazy ,enhancer a prognosticky
wprediktor"

Ddle nasleduje oddil hypotézy a cile préce. Hypotéza je jasné a strucné
formulovand (2 tvrzeni), cile stanovené v praci (celkem 5) jsou vhodné
zvolené.

Metodika je popsdna detaing, diraz je kladen na popis izolace RNA
z parafinovych blokd, kontrolu jeji kvality a RTQPCR (Metody I, RNA z8
parafinovych blokd), srovnani RTQPCR a imunohistochemie pri sledovani viivu
nespecifickeého genového pozadi vzorkd na vysledek méfeni genové exprese
sledovanych gend (Metody II, 69 vzork() a viastniho postupu pfi analyze
genove exprese PMBL a DLBCL (Metody lll, 82 pacientd, z toho 32 pacientd
v testovacim setu). Statistické metody slouZic k findlinimu zhodnoceni dat jsou
vybrdny adekvdatné.

V kapitole Vysledky | doktorandka uvdadi, 7e nejleps vysledky z hlediska
kvality izolace RNA z parafinového vzorku ddvd metoda izolace komer&nim
kitem. Ddle autorka uvadi, Ze mnozstvi RNA, kdy je moiné predpokladat
phijatelny prdbé&h PCR je 5700 ng na vzorek. Z hlediska reverzni transkripce byly
nejlepsi vysledky dosazeny pomoci reverzni transkriptazy Transcriptor (Roche).
Ddle jsou uvedeny vysledky detekce fluorescence pomoci jednotlivych sond
a zdavérem se zabyvda sestavenim kone&ného protokolu a jeho ovéfeni.
Protokol byl sestaven z nejusp&ingjsich a nejefektivnéjSich jednotlivych krokd.
Ovéren byl na detekci housekeepingovych gent B2m a Rplp0 ve valida&nim
setu. Usp&$nost vysetfeni byla 95% (62/65 FFPE vzorkd). 51/65 vzorkd (78%)
prekrocilo hranici minimdlniho mnozstvi izolované RNA pro Uspésnou PCR.

Kapitola Vysledky Il je vénovdna vlivu exprese nenddorového stromatu
na vysledky exprese v nddorovych burikdch. Zde doktorandka zjistila, Ze
CD10+ stroma u CD10- tumoru nezvysi expresi CD10 mRNA na takovou
Uroven, jakou vykazuji nddory CD10+. CDI10+ nadory vykazovaly priblizné
stejnou expresi MRNA CD10, a to bez ohledu nag pozitivitu & negativitu
stromainich bunék pozadi.

V kapitole Vysledky Il jsou shrnuty vysledky analyzy genové exprese
DLBCL a PMBL. Ve skupiné PMBL byla ve srovndni s DLBCL statisticky vyznamné




vy33i exprese genu Fcer2, PdI2 , zatimco u DLBCL byla vyssi exprese Blk.
Vysledky exprese slouZily pro ndsledné vygenerovdani predik&ni rovnice.
Pomoci ni byl ddle analyzovén cely soubor pacientt. 7 testovaciho setu 32
pacientd byly objeveny 3 piipady neshody genefické predikce s o&ekdvanou
diagndzou (klinicko-patologickou). Ve 2 pripadech byly ocekdvané DLBCL
genmeticky klasifikovany jako PMBL, posledni pfipad klinicko-patologicky
hodnoceného PMBL byl geneticky popsdn jako DLBCL. Ve validac&nim setu 50
piipadd bylo 9 z28 klinicko-patologicky diagnostikovanych PMBL geneticky
klasifikovdno jako DLBCL, kdezto viech 22 pacientd s DLBCL bylo genetickou
metodou potvrzeno jako DLBCL. Cely soubor 82 pacientld byl finding
analyzovdn pomoci predilek&ni rovnice. 26% pacientd s diagnézou PMBL bylo
PO genetické analyze spise fazeno ‘mezi DLBCL a naopak 5% DLBCL bylo
preklasifikovano geneticky jako PMBL. Doktorandka ddle uvadi korelaci
klinickych dat s jednotlivymi podskupinami  pacientd (PMBL a DLBCL),
podrobné také popisuje rozdily v klinickych projevech u konkordantnich o
diskordantnich pacientl. Analyza preziti (PFS) byla provedena ve skupiné
klinicko-patologicky o&ekdavanych, tak ve skupiné geneticky predikovanych
diagnéz. Ve skupiné geneticky predikovanych diagndz se vysledek blfil
statistické vyznamnosti (p=0,084). Doktorandka ddle velmi ndzornd srovnala
vysledky genetické predikce s vysledky imunohistochemické analyzy. Ve
skupiné PMBL nalezla vyss§i Eetnost pozitivity CD23 a CD30, podrobné& ddle
zanalyzovala skupinu diskordantnich PMBL.

Ndsleduje kapitola Diskuse, kterd md necelé 4 strany. Zde autorka uvadi,
ze odliseni DLBCL a PMBL je dUle7ité z hlediska zafazeni pacientt do klinickych
studii, s ¢imz Ize naprosto souhlasit. Ji nalezené pocty diskordantnich pacient(
to jen potvrzuji. Za dllezité rovnéz povazuji zjisténi, ze skleréza tumor neni
diagnostickym kritériem PMBL a 7e byla nalezena o3 ve 33 % vzorkU pacienty)
s DLBCL. Vysledky doktorandky jsou z hlediska algoritmu diferenciace PMBL
pomoci genové exprese origindini a dosud jinymi skupinami nepublikované,
presto bych pfivital pon&kud 3irsi diskusi zaméfenou na problematiku
diagnostiky PMBL, resp. s jejimi moznymi dopady na [é&bu nemocnych v ére

imunochemoterapie.




Zavéry prdce jsou uvedeny v bodech, které koresponduii s cili prdce.
Doktorandka prokdzala, Ze metoda analyzy genové exprese z FFPE tkané
s pouzitim RTQPCR je technicky moznd, davd reproducibilni vysledky, je rychld
a financné nendrocnd. Pfi vySetfeni genové exprese z tkanovych fezd
obsahujicich alesporn 80% ndadorovych bunék je vliv nenddorového stromatu
na konecny vysledek zcela minimdini. Na zdkladé genoveé exprese i gend
lze v rdmci klinicko-patologicky stanovenych PMBL odhalit cca 1/4 pacienty,
ktefi geneticky, klinicky i prognosticky paffi spise mezi klasické DLBCL. Tento
algoritmus odliSeni PMBL a DLBCL zatim ve svétové literature publikovdn
nebyl. V poslednim bodé& doktorandka doporuCuje dalsi vyzkumné kroky
zacilit k pfimému porovndani metod RTGPCR a genovych CipU.

Na konci prace je uvedena Pouiité literatura, kterd &itd 64 recentnich a
vhodné citovanych odkazd.

Pfilohou predlozené disertacni prace jsou 2 publikované clanky na téma
souvisejici s disertaci v _renomovanych impaktovanych  zahrani&nich
periodicich. Autorka shrnuje svoji v&deckou aktivitu prehledem publikaci,
postery a abstrakt, ten je zafazen pred viastni praci. Z ného je ziejmé, ze dalsi
Clanek o expresi CD10 autorka odeslala do impaktovaného Easopisu,
zaroven je spoluautorkou daliiho &ldnku, ktery je prijat k publikaci, i kdyz
s diserfacni problematikou pfimo nesouvisi. Doktorandka je rovnéz prvni
autorkou 2 posterd a 1 abstrakiu pfijatych na konference EHA, 1 poster

(spoluautorka) byl prezentovdan na XV. ¢-S HaT sjezdu

PredloZend doktorandské disertaéni prdce MUDT. Hany Votavové:

a. je zvolena na aktudini téma

b. zvolend metodika zpracovani je adekvdini, prehlednd a graficky
peclivé provedend

C. prdce mda vyznam pro dalii rozvoj diagnostiky nemocnych s ne-
hodgkinskymi lymfomy

d. k predlozené praci mam tyto doplnujici otdzky:

1. V kapitole o metodice jsem nenalezl udaj o fom, zda vsechny vybrané

vzorky (fezy FFPEJobsahovaly nejméné 80% patologickych bunék




lymfomoveho klonu (jak je uvddéno v zdvéru). Md doktorandka tyto

Udaje k dispozicie

2. V diskusi autorka piSe, Ze k odliSeni podtypU DLBCL se dnes jako zlaty

standard pouzZiva vyseffeni na genovych &ipech. Mysli si doktorandka

opravdu, Ze se jednd o standard?

3. Vdiskusi ddle doktorandka uvddi, Ze progndéza PMBL a DLBCL je

odlisnd. Jaka md pro své tvrzeni ddkazy?

e. praci jednoznacné doporucuji k obhajob& podle § 47 VS zdkona

111/98 Sb.
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