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Predkladana diplomova prace vypracovana v laboratofi solidnich nador 2. LF UK a FN Motol pod
vedenim MUDr. Alese Vichy, Ph.D. je zamérena na dlkaz pfitomnosti minimalni rezidualni choroby
(MRD) u pacientll s neuroblastomem (NBL). Vzhledem k prognostickému potencidlu MRD je
vynaklddano znacné usili k nalezeni ¢i vyvinuti maximalné senzitivni a specifické metody ¢i kombinace
metod pro spolehlivy zachyt malignich bunék a k sestaveni optimalniho diagnostického protokolu.
Vsechny v soucasné dobé pouZivané metody jsou limitovany mirou citlivosti, specificity, ¢asové Ci
finan¢éni naroc¢nosti ¢i dalsimi faktory.

Diplomova préace posuzuje senzitivitu tfi metod — kvantitativni PCR (QPCR), pratokové cytometrie
(FCM) a imunocytochemie (IC), jez zacaly byt v poslednich nékolika letech pouzivany k detekci MRD;
porovnava je vici zlatému standardu, cytomorfologickému vysetifeni. Jeho schopnost detekce
nadorovych bunék v kostni dfeni nebo periferni krvi vsak je (stejné jako u dalSich zobrazovacich
technik) pod detekénim limitem.

Formalni droven prace

Formalni droven prace je primérnd az podprimérna. V textu teoretického Uvodu chybi
odkazy na obrazky a tabulky a u sloZitéjsich obrazkl i legenda (napf. u Obr. 1), ndzvy tabulek maji
nestandardni umisténi, u obrazk( i tabulek chybi uvedeni zdroje — jednd se tedy o autorské pociny?
Grafy v ptiloze nejsou dostatecné popsany a tudiz bez textu samostatné obtizné pochopitelné; navic,
jejich informacni hodnota je s ohledem na tabulky 3-9 v kapitole Vysledky nulova.

Jazykovou a stylistickou uroven textu mohu vzhledem k pouZitému jazyku posoudit jen do
urcité miry: Absence Carek ve vétnych souvétich, ale i mezi nékolikanasobnymi vétnymi ¢leny; obcas
se objevi chybné koncovky slov pfi sklofovani — obzvlasté upoutd u klicového pojmu ,,minimalna
rezidualna choroba” (i v ndzvu DP), pouze v seznamu zkratek je uveden termin ,minimalne rezidualna
choroba“, nekonzistence (napf. nonhodgkinsky vs. non-Hodgkinsky vs. non-Hodgkinsovy). Nékdy text
plsobi velmi nevycisténé a nepromyslené, napr. na str. 23, kde 3 véty po sobé fikaji v podstaté totéz:
(1) Neuroblastom v3ak neni jediny solidni nddor détského véku, ktery tento (CD45/CD81*/CD56,
pozn. oponenta) imunofenotyp exprimuje. (2) Imunofenotyp CD457/CD81*/CD56" neni specificky jen
pro NBL a neni proto mozné ho pouzit k jeho jednoznaénému prokdazani. (3) Je detekovatelny nejen u
NBL, ale i u ostatnich malignich nadorda.

PouZita literatura je v textu citovana viceméné jednotné, citovani v seznamu literatury vsak
nese znamky vicera pochybeni. Neni také odliSeno, které citované prameny jsou primarni a které
sekundarni.

Obsah prace

Teoreticky Uvod prace cita 25 stran a je ¢lenén do 3 kapitol. Autorce se v této Casti textu podafrilo
predlozit podstatné informace nezbytné pro uvedeni do tématu. Definuje NBL a MRD, seznamuje




s moznymi metodami detekce MRD a jejich charakteristikami. Jednd se dle mého soudu o
nejzdafilejsi ¢ast DP.

Prace definuje 2 hypotézy:
1) Technika QPCR je pro stanoveni MRD statisticky vyznamné citlivéjsi nez cytomorfologie
2) Technika QPCR stanovi MRD u neuroblastomu se stejnou citlivosti jako imunocytochemické
vySetfeni pfitomnosti MRD u NBL stanovené pomoci pozitivity na disialogangliosid GD2

Diplomova prace dale uvadi 5 cill, pomoci nichZ chce na zminéné hypotézy odpovédét:
1) Zjistit, zda je mozné pfitomnost MRD v kostni dfeni vyuzZit jako nezavisly prognosticky znak
2) Zjistit, kterou z technik je nejvhodnéjsi pouzit pro detekci MRD u NBL
3) Porovnat vysledky QPCR, FCM, ICH z jednotlivych vySetfeni mezi sebou a u QPCR porovnat
korelaci sledovanych gen(
4) Nasledné porovnat vSechny metody vici cytomorfologickému vysetreni
5) Vytvorit diagnostické schéma MRD u NBL

Kapitola Material a metody poskytuje protokoly a misty az pfilis detailni popis (neni tfeba uvadét, jak
si popisovat zkumavky atp.) imunocytochemické a QPCR analyzy vzorku. Objevuje se bohuZel fada
nepfesnosti nebo nejasnosti: Hodnotu AACt neziskame rozdilem hodnot ACt(ovy gen) @ ACt(endogenni
kontrola)y NYbrz vztazenim hodnoty ACt zkoumaného vzorku k téZze hodnoté kalibratoru (napf. tentyz
vzorek, ale neoSetfeny zkoumanou latkou, nenadorova tkan téhoZ jedince atp.). PrestoZe
v teoretickém Uvodu jsou nesmélé zminky o pozitivni kontrole, pfipadné o cilové-specifickych
kalibratorech, autorka neuvadi, k cemu pfi komparativni analyze vztahovala ACt zkoumanych vzork
ona. Dale, presto, Ze vzhledem k poctu pacientl a tedy vzorkl nebylo mozné s daty nakladat jako
s daty longitudinalnimi, mapujicimi prlilbéh onemocnéni v zavislosti na |écbé, nybrz Ze vSem vzorkim
kostni diené byla pfifazena stejnd informacni hodnota, bylo by vhodné urcitou charakteristiku
souboru uvést.

Schopnost detekce MRD byla mezi jednotlivymi metodami posuzovdna pomoci McNemarova testu.
Vysledky jsou prezentovany vcelku prehledné, kaidé porovndni ve Ctyfpolni tabulce plus dalsi
komentar v textu. Témito testy se vSak fesSi a hleda pouze metoda s nevyssim poctem pozitivnich
zachytl MRD a neni feSena specifita metod. PfestoZe v teoretickém Uvodu je zcela spravné vénovan
pomérné velky prostor vzniku falesné pozitivnich/negativnich vysledkd a taktéz je tomu v diskuzi,
neni z prace jasné, zda byl tento fenomén prakticky fesen, obzvlasté u metody QPCR (viz také moje
pozndmka vyse). Je zfejmé, Ze v ramci klinického testovani existuji objektivni limity dané moznostmi
diagnostiky, a v situaci, kdy neexistuje jednoznacny marker onemocnéni, neni hleddni kvalitnéjsich
testl s co nejvyssi mirou senzitivity pfi zachovani specificity jednoduché, ale relevance vystupt DP je
dana také kvalitou méreni, proto je dalezité ji vénovat pozornost.

V kapitole Diskuze autorka shrnuje vysledky uvedené v predchozi kapitole a snazi se je diskutovat
v kontextu dalsSich faktor( ovliviiujicich vybér metody detekce MRD u NBL (asova narocénost,
moznost automatizace testu atd.). Relativné casto jsou opakovany informace z teoretického udvodu.
V nékterych pfipadech trochu chybi pfimé napojeni diskutovanych faktl navysledky diplomové
prace, jindy jsou diskutovany vystupy v literature, ne vlastni data (tyka se zejména vyuZiti konkrétnich
markerd pro zhodnoceni odezvy pacienta na lécbu a pripadné prediktivni vyuziti). Po strance
jazykové a formulace myslenek je tato c¢ast nejméné kvalitni.

Prvni a tfeti odstavec Zavéru nese charakteristiky Uvodu ¢i anotace, pouze druhy odstavec
hodnoti vystupy DP. K jednotlivym tvrzenim si dovolim postupné vyjadfit a rozporovat je:



V nasi praci jsme prokazali, Ze pfitomnost MRD v kostni dfeni je mozné vyuZit jako nezavisly
prognosticky znak.

Neprokdzali, s ohledem na povahu dat to ani nebylo mozné a autorka sama uvddi na pocdtku
kapitoly Diskuze, Ze se o to ani kvili nedostatecné velkému souboru nepokousela.

Prokazali jsme, Ze kostni dfen je spolehlivym kompartmentem pro patrani po MRD u NBL.

Jak?

Porovnali jsme vysledky QPCR, FCM, IC mezi sebou a u metody QPCR sledovali korelaci gen0.
Taktéz jsme se pokusili nastolit diagnostické schéma MRD u NBL.

Dané schéma je obtizné nalézt. Pri diikladném studiu DP je moZné komentdr a jistd doporuceni
tykajici se diagnostiky MRD najit mezi Fadky diskuze, bylo by urcité prospésné je vice akcentovat
nejen coby jeden z cili DP, ale jako jeden z hlavnich vystup( upotrebitelnych v klinické praxi.
Pacienti, ktefi maji pozitivni ndlezy v kostni dfeni po ukonéeni indukéni terapie, maji horsi
celkové preziti a méli by tedy pokracovat vindukci pred dalsi terapii (chirurgickd lécba,
radioterapie).

Tento zdvér vzesSel na zdkladé jakych dat?

Shrnuti:

Diplomova prace Veroniky Gruncveigové je bezesporu klinicky pfinosnou studii. Ve své knizni podobé
vsak trpi fadou formalnich chyb a celkové plsobi dojmem, Ze sepsani minimalné jeji praktické ¢asti
nebylo vénovano tolik pozornosti, kolik by si zaslouZzila.

Praci doporucuji k obhajobé a s pfihlédnutim ksamotnému pribéhu obhajoby, reakcim na
poznamky/dotazy z posudku a z pléna navrhuji hodnoceni stupném dobfre.

Dotazy:

1) Na str. 29 autorka pisSe, Ze faleSna pozitivita u QPCR metody mUzZe byt zplsobena pfitomnosti
pseudogenu a to diky absenci intronové DNA. Je moZné faleSné pozitivité tohoto typu predejit?

2) Str. 43:,Jak je to mozné, doporucuje se vyuZiti komparativni metody Ct, jakou je metoda 2%,
kterd...” — kdy nastane tato situace, Ze to je mozné?

3) Jak velké odchylky mezi technickymi triplety téhoz vzorku u metody QPCR byly akceptovany pro
zarazeni vzorku do dalSiho zpracovani?

4) Mohla by autorka vysvétlit, pro¢ se u QPCR metody pouzité pro stanoveni MRD u NBL provadi
korelace hladin mRNA sledovanych genl? Co to prinese z praktického hlediska, pfipadné co to
znamena z pohledu biologického?

5) Autorku zajimala detekce pozitivity na MRD z pohledu metody. Zajimavé by mohlo byt prehledné
shrnuti z pohledu jednotlivych vzorkli, tedy jak jednotlivé vzorky dopadly u vsech Ctyr
posuzovanych metod. Pfineslo by podle Vas takové srovnani néjaké dalsi informace a pokud ano,
jaké?

6) Na jakém pfistroji byla provedena QPCR: na 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) nebo na LightCycler 480 (Roche Applied)?

7) Jaky je rozdil mezi negativni a netemplatovou kontrolou?

8) Coznamena vyraz monat (nebo monata)? (viz kapitola 3.2)
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