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Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Prognéza akutni lymfoblastické leukémie u déti
v zavislosti na novych klinicko-biologickych faktorech MUDr. Jany Volejnikové

Predlozena disertacni prace prispiva k dynamicky se rozvijejicimu studiu biologické podstaty akutni
lymfoblastové leukémie (ALL) détského véku. Mira novych poznatki tykajicich se patofyziologie
tohoto onemocnéni v uplynulych 10 letech vedla k zdsadnim zménam v procesu hodnoceni rizika pti
diagnéze a v hodnoceni individualni odpovédi na 1é¢bu. Diplomantka svou praci prokazuje hluboky
vhled do molekuldarné genetickych i imunologickych principt studia ALL. Diky svému piesahu do
oboru Kklinické mediciny a vlastni 1ékarské praxi na Klinice détské hematologie a onkologie FN v
Motole kriticky vyhodnocuje moZnosti inkorporace novych poznatkt do 1é¢ebnych protokolt détské
ALL.

Prvni €ast prace se zabyva studiem minimalni rezidudlni nemoci (MRN). Po tivodnim piehledu
prognostickych faktort détské ALL pristupuje k definici MRN a metodice jejitho vySetfovani u ALL.
Jadrem experimentalni ¢asti je vyhodnoceni parametrd MRN v kohorté 118 déti 1é¢enych podle
protokolu ALL IC-BFM 2002. Diplomantka nejprve popisuje metodiku identifikace klonalné
specifickych prestaveb vgenech pro Ig/TCR, navrzeni specifickych primerd, optimalizace
konkrétnich RQ-PCR systémt a vlastni kvantifikace MRN. Tyto ¢innosti jsou v soucasnosti soucasti
rutinniho provozu laboratote, je vSak tfeba zdlraznit, Ze konsensudlni standardy pro vySetfovani
MRN byly konsorciem Euro-MRD publikovany aZ v roce 2008 a jsou nadale uptesiiovany. Laboratof
CLIP, kde predkladana prace vznikala, je aktivnim ¢lenem tohoto konsorcia a diplomantka se jeho
jednani osobné aktivné ucastnila. Vlastni analyzy se tykaji stanoveni hladin MRN v konkrétnich
¢asovych bodech 1é¢by, zjisténi miry korelace hladin MRN v jednotliviich kompartmentech (kostni
dieni vs. periferni krev), jejich vztahu ke standardnim klinicky relevantnim rizikovym faktortim a
jejich prognostickému vyznamu pti 1é¢bé dle vySe uvedeného protokolu. Z origindlnich zavérh bych
vyzdvihl zejména identifikaci hladiny MRN v 15. den 1é¢by jako samostatného prognostického
ukazatele.

Druhd ¢ast prace si v§ima charakteristik vzacné a obtizné diagnostikovatelné skupiny akutnich
hybridnich leukémii. Projekt je dominantné feSen v laboratoti priitokové cytometrie, diplomantka se
na ném podilela vySetfovanim prestaveb Ig/TCR, monitorace MRN a molekularné genetickou
analyzou transkripéniho faktoru IKZF1. Je vSak tfeba vyzdvihnout autorskou ticast na publikacich,
které jsou v pripadé popisu leukemii s liniovym presmykem doslova objevné; primat si pripisuji za
hodnoceni homogenni kohorty pacienti diagnostikovanych a léCenych podle jednoznacéné
formulovanych pravidel.

Treti ¢ast zkoumd na 395 pacientskych vzorcich fyziologické a patofyziologické vlastnosti
transkrip¢niho faktoru IKZF1 u détskych ALL. Diplomantka zavedla metodu detekce isoforem IKZF1
metodou Lab-on-a-chip, stanovila rozmezi fyziologické exprese isoforem IKZF1 v rozlitnych
kompartmentech krvetvorné tkané, stejnou kohortu pacientd vySetfila na pritomnost deleci
vexonech tohoto genu metodou MLPA. Zajimavé je zjiSténi, Ze pritomnost genovych deleci
nekoreluje s aberantni expresi genu IKZF1 a Ze spravnd funkce tohoto transkripéniho faktoru se
odviji od relativni, nikoli absolutni exprese jednotlivych isoforem. Pivodni je také zjiSténi, Ze nejen
pritomnost deleci, ale i aberantni exprese IKZF1 je $patnym prognostickym ukazatelem. Navrhem
vySetiovat aberace IKZF1 spolu shodnocenim MRN metodou priitokové cytometrie u pacienti
1éCenych podle protokold, které nevyuzivaji kvantifikace MRN metodami PQ-PCR, diplomantka na
zakladé vlastnich objektivnich dat poukazuje na moznost identifikovat jednotlivce s vy$$im rizikem
relapsu, kteri by mohli profitovat z intenzifikace 1é¢by.
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Prace odkazuje na 181 literarnich pramend, vesmés vysoce aktudlnich (nejmlad$i prace byla
publikovéna v zar{ 2012). Seznam literatury p¥edstavuje prakticky uplny souhrn relevantni literatury
publikované ke studované problematice.

Projekty, na nichZ diplomantka vlaboratofi CLIP pracovala, jsou vysledkem tymové spoluprice
zahrnujicimi obory molekularni genetiky, imunologie a pediatrické onkologie. Autorsky podil MUDr.
Jany Volejnikové na nich je v diplomové praci zfetelné definovan a v prvnim a tfetim projektu jej 1ze
oznacit za principidlni. Originalni vysledky i prestizni publikaéni vystupy, jimiZ diplomantka své
postgradualni studium zavrsuje, odraZeji dynamickou a tviiréi atmosféru laboratote vedené prof.
MUDr. Janem Trkou, Ph.D,, stejné jako cilené vedeni $kolitelkou MUDr. Evou Frotikovou, Ph.D.

K tématu diserta¢n{ préce diplomantka publikovala 3 prace v ¢asopisech s impact faktorem (ithrnny
IF = 14,955), ve dvou z nich je prvnim autorem; rukopis ¢tvrté publikace je v piipravé. Daldf prace
byla publikovdna v éeském pisemnictvi (recenzovany ¢asopis bez IF). Citaéni ohlas v databazi
SCOPUS ¢ita k dne$nimu dni 8 citaci. K problematice MRN a prognostického vyznamu genetického
profilu IKZF1 se vyjadfila na fadé domécich a zejména prestiznich zahrani¢nich férech, kde byla
v diskusi schopna pruzné odpovidat na fadu polozenych dotazii (¢ehoZ byl autor oponentského
posudku svédkem).

K predloZené praci mam nékolik poznamek:

1) Str.16: pojem minimdln{ rezidudlni nemoci nenf precizné definovan, chybi odkaz na primarni
literaturu.

2) Soucasnym standardem ortografie nazvi gent je pouZivani velkych pismen a kurzivy (napt.
MLL) a zapis faznich gent pfes poml¢ku (napt. BCR-ABL).

3) Céastetnou slabinou prace je jeji jazykova uroven. Nevyskytuji se v ni sice gramatické chyby,
ale objevuji se formula¢ni a skladebné problémy. Zejména spojovani vét do komplikovanych
souvéti, mize ztiZit porozuméni jejich sémantickému obsahu.

Otazky k obhajobé:
1) Zjakého divodu byly z definice ALL s liniovym pfesmykem uvedené na str. 41 vy¢lenény
pripady ALL s translokaci genu MLL?
2) Delece genu IKZF1 jsou soutasti definic tzv. ,BCR-ABL-like" fenotypu u Ph negativnich ALL.
MiZete popsat vztah alteraci IKZF1 k dal§im gen@im definujicim tuto podskupinu (zejména
CRLF2)?

Praci jako celek hodnotim jako velmi zdatilou. P¥inasi pvodni zavéry, které ptispivaji k poznani
biologické podstaty détské ALL a definuji klinicky relevantni momenty pro prognostickou stratifikaci
ALL na zakladé sledovani MRN pomoci PCR technik. Diplomantka v ni prokazuje ovladnuti $iroké
Skaly relevantnich molekularné genetickych metod i samostatny tviiréi piistup k fe$eni problém;
ma tedy predpoklady kdal$i samostatné védecké Cinnosti. Predlozenou disertaéni praci proto
doporucuji oborové radé k obhajobé. Po zodpovézeni uvedenych otazek a Fadném vykonani obhajoby
doporucuji, aby MUDr. Jané Volejnikové byl dle platné legislativy udélen titul Ph.D.

V Praze 28. listopadu 2012

MUDr. Mgr. Cyril Salek, Ph.D.
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