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Oponentsky posudek

dizertaCni prace Mgr. Karoliny Kramarzové

"Role genu WT1 a jeho izoforem v hematopoéze a leukemogenezi*

Disertatni prace MUDr. Karoliny Kramarzové s nazvem ,Role genu WT1 a jeho izoforem
v hematopoéze a leukemogenezi‘ je zpracovana na 106 stranach (62 stran textu, 44 stran graf(,
tabulek, obrazkl, seznam pouzitych zkratek a seznam citované literatury). Textova Cast je zvykle
rozdélena do dvou c&asti: €asti teoretické a &asti praktické shrnujici cile projektu, pouzité metody a
vysledky prace. V zavéru praktické ¢asti je uveden seznam zkratek a na 13 stranach seznam pouzité
literatury: 152 publikaci nasich i zahrani¢nich autor(i, vSechny prace se zabyvaji aktualni problematikou
tykajici se tématu prace. Prace je doplnéna tfemi pfilohami. Dvé z nich obsahuji reprinty plvodnich
praci (publikaci) s prvoautorstvim v impaktovanych Casopisech a ve tfeti je uveden seznam publikaci a
prednasek autorky. Ve vyc€tu publikaci, abstrakt a pfednasek autorky v pfiloze €.3 jsou uvedeny: 3
prace vimpaktovanych (2x prvni autor, Ix spoluautor), 3 prace v recenzovanych ¢Casopisech
(spoluautor), 7 publikovanych abstrakt v asopisech s impakt faktorem (6x prvni autor, Ix spoluautor) a
seznam 11 piednasek autorky (7 na zahraniénich, 4 na tuzemskych konferencich). Prace autorky se
zamérfuje na studium biologickych a klinickych aspektd genu WT1 u myeloidni leukémie a MDS u déti.

V Gvodni ¢asti jsou struéné shrnuty zakladni fakta o akutni leukémii u déti, v dalSi kapitole je podan
prehled jednotlivych roli genu Wilmsova tumoru 1 (WT1). Zabyva se popisem genu WT1, strukturou a
funkci proteinu a predevSim jednotlivymi izoformami WT1 genu. Shrnuje vyznam WT1 genu
v embryogeneze, procesu hematopoézy a leukemogenezi a sou€asné poznatky o jeho mozném vyuZiti
v |é€bé nadorovych onemocnéni.

Vlastni prace je zaméfena na nékolik specifickych témat, a to pfedevSim na detekci a kvantifikaci
genu WT1 a jeho izoforem a jejich expresi v leukemickych burikach, vzorcich pacientl, kontrolnich
vzorcich periferni krve (PK) a kostni dfené (KD) a v sortovanych buné¢nych subpopulacich.

Hlavnimi cily prace autorky je zhodnotit:

1. prognosticky vyznam exprese celkového WT1 a jeho izoforem u détské akutni myeloidni
leukémie (AML)

2. provést mutaéni analyzu genu WT1 u AML

3. srovnat expresi genu WT1 v periferni krvi (PK) a kostné dfeni (KD) u déti s AML pomoci gPCR
analyzy

4. prognosticky vyznam exprese genu WT1 pfed a po transpantaci SCT

5. srovnani hladin exprese na urovni mRNA a proteinu WT1 v sortovanych subpopulacich PK a
KD pouzitim imunofluorescenéni mikroskopie, pratokové cytometrie a Western blotu

6. mozny pfinos kvantifikace mMRNA WT1 u détskych pacientd s MDS-RC pomoci kvantifikace
exprese genu WT1 a detekce povrchovych CD znaku pratokovou cytometrii.
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Shrnuti vysledki prace

1) Pro stanoveni expresniho profilu izoforem genu WT1 u pacientd s hematologickymi malignitami
se podafilo se vypracovat unikarni metodiku: gPCR systém, umoznujici detekci a kvantifikaci 4
hlavnich variant WT1. Pomoci této metody lze spolehlivé stanovit poméry jednotlivych
sestfihovych variant v normalnich i malignich tkanich. Autorka metodiku v této &asti prace
detailné popisuje a hodnoti, byly ovéfeny veskeré parametry metody z hlediska senzitivity,
specificity i reprodukovatelnosti. Expresni profil izoform WT1 byl schopen spolehlivé rozdélit
pacienty dle diagnézy, a to Iépe nez stanoveni celkové exprses WT1. Byl zjistén prekvapivé
uniforni pomér izoforem WT1 u AML. Autorka neprokazuje souvislost mezi expresi izoforem
WT1 a rizikem relapsu resp. vysledkem Ié€by. Vysledky jasné prokazaly, Ze hladina WT1 nema
u détskych pacientd s AML prognosticky vyznam. V praci je poukazano i na nedostatky
nékterych dfive publikovanych dat, autorka pfredpoklada vyuziti originalni metody
vV navazujicich projektech.

2) Dulezitym vystupem dalSi ¢asti prace je zjisténi, ze kvantifikace WT1 ve vzorcich pacientl
s AML neni negativné ovlivnéna pfitonosti mutaci v tomto genu. Mutovani pacienti méli naopak
vy$8i hladinu WT1 nez pacienti bez sledované aberace.

3) Na dostatec¢né velkém poctu vySetfenych parovych diagnostickych vzorkd PK a KD u AML
autorka prokazuje vybornou korelaci téchto dvou hladin. Neprokazala se korelace exprese WT1
v obou typech vzorku s vysledky IéCby, i kdyz byl patrny trend k lepSimu preziti u vyS$i exprese
WTL.

4) Byl stanoven prognosticky vyznam pfed- a posttransplantaéni hladiny exprese WT1. Analyza
prognostického vyznnamu WT1 neprokazala signifikantni rozdil v jeho expresi mezi pacienty,
ktefi po TDK zrelabovali a pacienty v pIné remisi.

5) P¥i srovnani hladin mRNA a proteinu WT1 autorka zjistila, Ze ve zdravych hematopoetickych
bunkach Ize pozorovat podobny expresni profii mRNA a proteinu WT1. Detekce proteinu WT1
v riznych buné&nych liniich viak neprokazala jeho korelaci s hladinami mRNA.

6) Vysledky naznacily vyznam genu pro diferencialni diagnostiku MDS-RC a AA, byly prokazany
signifikantni rozdily v expresi WT1 jak mezi RC a AA, tak v ramci podskupin MDS.

Komentar oponenta

Téma predlozené dizertacni prace je vysoce aktualni. Jednim zcill sou€asného vyzkumu je blizSi
analyza podstaty klonalni proliferace malignich bunék a nalezeni vhodnych prognostickych znaku a cild
pro sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRN).

Problematika genu WT1 patfi mezi intenzivné studovana témata, pfedevdim v ramci studia biologické
podstaty hematologickych malignich onemocnéni, pfedevS§im AML. WT1 je povaZovan i za slibny
terapeuticky cil, zejména u hematologickych malignit. Studovan je pfedevSim jeho potencialni
prognosticky vyznam u détskych i dospélych pacientd s AML. Byla jiz publikovana cela fada praci
posuzujici roli a prognosticky vyznam exprese tohoto zajimavého genu, jejich vysledky jsou vSak ¢asto
kontroverzni a nékteré otazky dosud nebyly zcela uspokojivé zodpovézeny. Z tohoto pohledu je prace
autorky provedena na dostate¢né velkém reprezentativnim vzorku pacientd velmi cenna. Dil&imi
vysledky prace pfispéla autorka nejen do mozaiky znalosti v této oblasti, ale poukazuje na mnoho
zajimavych vlastnosti genu WT1 a pfedevsim jeho izoforem.

Autorka prace je aktivni &lenkou vyzkumného tymu Laboratofe molekularni genetiky Kiliniky
détské hematologie a onkologie LF UK a FN v Motole s dlouhodobymi zkuSenostmi ve vyzkumu
podstaty détkych leukémii. Svou disertani praci provadéla sou¢asné i na poli mezinarodni spoluprace.
Diskuze nad vysledky je vedena jak vramci vybéru metodiky vySetfeni a nejvhodnéjsi techniky
stanoveni izoforem WT1, tak v ramci vysledk( vSech dalSich zadanych cill, které byly beze zbytku
naplnény. Autorka ve své praci predstavuje unikatni metodiku vySetfeni izoforem WT1, kterou planuje
pouzit v dalSich projektech.

V uvedené praci je nutno ocenit nejen samostatnou praci autorky, vypracovani vlastni metodiky
vySetfeni, fadu originalnich a prioritnich vysledku. Je nutno ocenit i velmi dobré a detailni statistické
zpracovani vysledkl(. Dlkazem vysoké kvality prace je rovnéz prvoautorstvi dvou publikaci a
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spoluautorstvi jedné publikace v Casopisech s impakt faktorem. Je dale spoluautorkou tfi velmi
kvalitnich praci v tuzemském recenzovaném cCasopisu, ma za sebou vystoupeni na tuzemskych i
zahrani¢nich konferencich.

Dotazy oponenta

1. Ho a spoluautofi (Ho PA et al, 2011) prokazali, Ze SNP rs 16754 genu pro WT1 koreluje se
zvySenou expresi mMRNA a predikuje vyrazné lepSi vysledky Ié€by u nékterych skupin détské
AML. Zabyvala se autorka vztahem tohoto polymorfismu v souvislosti s expresi nékteré
z izoforem?

2. Shimada a spoluautofi (Shimada A et al, 2012) ve své praci uvadi, ze exprese WT1 po indukéni
lé¢bé mize byt uzitecna jsko prediktor klinického pribéhu u déti s ALL. V ¢em vidi autorka
nedostatky uvedené prace?

3. Cim by autorka vysvétlila rozdill publikovanych vysledkd exprese WT1 u détskych a dospélych
pacientll s AML?

4. Jak vidi autorka mozné pouziti proteomické medody ke stanoveni proteinu WT1 ve srovnani
s metodami pouzitymi ve vlastni praci?

5. Potencialni role vySetfeni exprese WT1 v ¢asto velmi obtizné diferencialni diagnostice
Myelodysplastického syndromu a Aplastické anémie je jednim z velmi vyznamnych vysledk
prace autorky se znaénym dopadem na klinickou praxi. Jak si autorka vysvétluje vySsi expresi
WT1 u MDS-RC? Je pouze vyrazem vétsi bunécnosti kostni dfené u MDS nebo zde hraji roli i
jiné faktory?

Zaveér oponenta

Prace autorky prokazuje rozsahlé teoretické i praktické znalosti problematiky molekularni biologie
v oblasti sledovani minimalni rezidualni nemoci u détskych leukémii se zaméfenim na vyznam genu
WT1. Prokazala Sirokou 3kalu znalosti v oblasti studované problematiky, zapojila se aktivné i do
mezinarodni spoluprace. V praci je pouzZita celd fada nejmodernéjSich metod molekularni biologie.
Zaveéry prace byly jiz publikovany formou plvodnich praci ve tfech impaktovanych ¢asopisech, vysledky
jsou soucasti dalSich tfi praci v recenzovanych Casopisech. Vysledky prace jsou z mnoha pohledd velmi
zajimavé a jsou jednoznacné pfinosem pro sou¢asnou praxi oboru.

Nevyznamné vyhrady lze mit k minimainim drobnym chybam vtextu, u nékterych grafli chybi
vysveétlujici komentar.

Disertacni prace Mgr. Karoliny Kramarzové spliuje vSechna kritéria pro uspésné obhajeni prace a
udéleni akademického titulu Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych Skolach €.111/98 Sb. Doporuduiji
udéleni titulu.

V Olomouci 6.9.2013

Doc.MUDr.Dagmar PospiSilova, Ph.D.



