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POSUDEK DISERTACNI PRACE

, VyuZiti novych molekuldrnich technologii v identifikaci unikdtnich klondinich markeri pro monitorovani
minimdini rezidudini nemoci u akutnich leukémii”, autorka Mgr. Tereza Jancuskova, doktorsky studijni
program Molekuldrni a bunéénd biologie, genetika a virologie, 3. 1ékafska fakulta University Karlova
v Praze.

Vazeni kolegové,
predné mi dovolte, abych podékoval za davéru, s niz jste mi odeslali vySe uvedenou disertacni praci
k posouzeni.

Formalni stranka

Jedna se o origindlni praci vénujici se problematice detekce minimaini reziduaini nemoci u pacient(
s akutnimi leukémiemi, zejména s akutni myeloidni leukémii. Prace pfedstavuje inovativni strategii pro
mapovani zlom( aberovanych chromozomu na nukleotidové trovni, kterd umoZfuje vytvafet klondlné
specifické PCR testy pro detekci minimalni rezidudlni nemoci u konkrétniho pacienta.

Prace je opatfena teoretickym Uvodem, ktery popisuje aktualni problematiku cytogenetickych a
molekuldrné genetickych aberaci u akutni lymfoblastické a akutni myeloidni leukémie a také moznosti
jejich vyuZiti pro detekci minimalni rezidualni nemoci. Dale je detailné popsana pouZitd metodika a
vysledky jeji aplikace na soubor analyzovanych vzorki. Text je zakonCen diskusi sumarizujici hlavni
laboratorni ndlezy a vysledky vyzkumu.

Vlastni text prace tvofi 91 stran. Text je doplnén bohatou obrazovou pfilohou ve vysledkove Casti.
Prilozeny jsou tfi plnotextové publikace, které byly vystupem disertaéni prace (2 v zahranicnich a jedna
v domacim casopise) a také seznam zahrani¢nich a domacich konferenci, na kterych byly vysledky
vyzkumu nebo jejich 3sti presentovany. Uchazecka je déle spoluautorkou dalSich péti pInotextovych
¢lanka z oblasti molekuldrné genetické diagnostiky, které nejsou v pfimém vztahu k tématu disertacni
prace, avSak vyuZivaji podobné laboratorni techniky.

Prace je napsana dobrou &estinou, bez gramatickych chyb &i pfeklepl. V jednotlivych kapitolach se
uchazecka vénuje fesenym problémam dostateéné dikladné, vhodné analyzuje dostupnou literaturu a
vyvozuje aktudlni zavéry. Cast vysledkd presentovanych v disertacni praci byla ziskana v ramci fedeni
grantd.

Obsahova stranka

V Uvodu disertaéni prace jsou popsany duleZité cyto- a molekuldrné genetické zmény u pacienti s
akutnimi leukémiemi, je uveden mechanismus jejich vzniku, frekvence vyskytu a prognosticky dopad.
Je popsana problematika detekce minimalni rezidualni nemoci (MRN) a jeji vyznam pro hodnoceni
Ié¢ebné odpovédi, predikci relapsu onemocnéni a individualizaci Ié¢ebného postupu. Jsou porovnany
rtzné zpGsoby detekce MRN s akcentem na PCR metody. Uvod do problematiky se opird o mnoZstvi
relevantnich citaci.

DileZitou soulasti prace je vysvétleni a popis pouZité laboratorni metodiky, ktera kombinuje
cytogenetické i molekuldrné genetické postupy véetné mikrodisekce derivovanych chromozomd a ktera
umozfiuje identifikovat nukleotidové sekvence zlomovych oblasti konkrétnich chromozomalnich
aberaci.

Tato inovativni laboratorni metodika byla aplikovana na bunky nadorovych linii a zejména na vzorky
kostni dfené sedmi pacient@ s akutnimi leukémiemi. Novym postupem se podafilo identifikovat vhodny



molekuldarni marker u péti pacientl. Relativni kvantifikace téchto markerd byla ndasledné vyuZita
prakticky pro sledovani MRN po 1é¢bé na konsekutivnich vzorcich kostni dfené. Autorka popisuje
nalezené zlomy a jejich identifikované fuzni partnery u jednotlivych pacientl, diskutuje dskali jejich
detekce a jejich vyuZitelnost pro sledovani minimalni rezidualni nemoci.

Téma disertacni prace je velmi aktudlni. Detekce rezidudlni nemoci je pfi |écbé akutnich leukémii
jednim ze zésadnich laboratornich sledovani, které ma vyznamny prognosticky dopad a které pfimo
ovliviiuje klinickd rozhodnuti a urcuje strategii lécby. Moderni [é¢ebné postupy zahrnujici alogenni
transplantaci kostni dfené, imunomanipulaci nebo nové preparéty na bazi monoklonalnich protilatek i
rdznych specifickych inhibitort umoziuji dosahnout velmi kvalitni lé¢ebné odpovédi az na Grovni event.
eradikace MRN. Pro monitorovani takovéto lécby jsou nezbytné dostateéné sensitivni metodiky,
zaloZené predevsim na PCR. BohuZel pro ¢ast pacientt s AML nemdme vhodné molekuldrné genetické
markery k dispozici a pravé u nich by mohla byt vyuZita tato nova PCR metoda umoziujici monitorovat
chromozomalni aberace s vysokou citlivosti.

Pfipominky a dotazy oponenta

1. Cilovou skupinou pro vyuZiti popsané technologie jsou pacienti s AML, ktefi nemaji vhodny
molekuldrni marker pro sledovani MRN. Pro jaké procento z nich lze odekdvat uspé3nou
charakterizaci zZlomu a vytvoreni specifického PCR testu?

2. Pro izolaci zlomovych mist na chromozomech byla pouZita technika mikrodisekce sklenénou
sondou. MuZete popsat technické detaily a uvést, proc je technika vhodnéjsi v porovnani's laserovou
mikrodisekci nebo event. sortovanim chromozom pritokovou cytometrii?

3. Jaka je ¢asova a event. financ¢ni ndro¢nost celého postupu navrzeni klonalné specifického testu pro
detekci MRN pro konkrétniho pacienta?

4. Sentitivita vaSeho postupu pro analyzu MRN je, jak uvadite, 10°. Je teoreticky moZné ji zvysit
koncentraci vstupniho biologického materialu, napf. vyuZitim mononuklearni frakce leukocytt nebo
pfedsortovanim nezralych myeloidnich bunék ? Mate s tim néjakou zkusenost ?

Zavér oponenta

Praci hodnotim zcela kladné. Pfes vySe uvedené dotazy vznesené k disertacni praci je mozno
konstatovat, Ze prace zcela splnila stanovené cile.

Pomoci inovativni metodiky kombinujici cyto- a molekuldrné genetické postupy se podafilo izolovat a
zmapovat zlomova mista derivovanych chromozom aZz na uroven nukleotid( a na zakladé toho bylo
mozné navrhnout testy pro monitorovani minimalni rezidudlni nemoci u konkrétniho pacienta, a to
s vysokou sensitivitou. Metoda tak rozsifuje moznosti pro individualizaci 1éCby akutni leukémie.

Uchazecka prokdzala dostatecné teoretické a praktické znalosti problematiky a tviréi schopnosti, a
proto doporucuji predloZzenou disertacni praci k jeji obhajobé a doporucuji také, aby byl Mgr. Tereze
Jancuskové udélen akademicky titul PhD.
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