V Praze dne 23.3.2011

Oponentsky posudek na doktorandskou disertac¢ni praci RNDr. Mileny Holzerové

Nazev prace: MOLEKULARNE CYTOGENETICKE STUDIUM CHROMOSOMOVYCH
ZMEN U LEUKEMII (Klinicky vyznam cytogenetiky a molekulirni cytogenetiky u chronické
myeloidni leukémie).

Predkladana disertacni prace RNDr. Mileny Holzerové je zaloZena na detailni molekularné
cytogenetické analyze chromosomovych aberaci u rozsahlého souboru dospélych nemocnych
s chronickou myeloidni leukémii (CML). V tivodni ¢asti autorka na zékladé literarnich udaji
shrnuje soucasné poznatky o epidemiologii, klinickych a biologickych projevech CML a zabyva se
rovnéz principy terapie tohoto onemocnéni véetné modernich lécebnych piistupd zaloZenych na
cileném vyuziti inhibitori tyrosinovych kindz. Samostatna kapitola je vénovana chromosomovym
aberacim a molekularni patofyziologii CML. Na strané¢ 42 jsou pak jasné¢ formulovany cile
disertaéni prace, ke kterym patfi zejména stanoveni frekvence chromosomovych zmén u
nemocnych s CML, zhodnoceni klinického vyznamu tzv. pfidatnych chromosomovych aberaci
v Ph-positivnich buiikach a zhodnoceni Uspé&snosti terapie u nemocnych s riznymi cytogenetickymi
nalezy. K cytogenetické analyze autorka pouzila metody konvenéniho G-pruhovani chromosomi a
nejriznéj$i modifikace molekularné cytogenetickych technik vcetné mnohobarevné FISH a array
CGH. V kapitole vénované vysledkiim studie autorka shrnuje a podrobné komentuje cytogenetické
a molekularné cytogenetické nalezy u pacientli v dobé stanoveni diagnézy a v priibé¢hu lécby,
posuzuje klinicky vyznam jednotlivych chromosomovych zmén a hodnoti cytogenetickou odpoveéd’
u nemocnych léCenych riznymi terapeutickymi pfistupy. Nedilnou soucasti prace je 1 pét kazuistik,
ve kterych autorka popisuje zajimavé nalezy u pacientti, u nichz doslo k manifestaci dal$i malignity
kromé& CML.

Diserta¢ni prace je z pohledu cytogenetika velmi peclivé zpracovand a mam k ni pouze né€kolik
formalnich pfipominek, naptiklad:

e Cisla obrazki 8 a 9 na str. 23 a 24 nesouhlasi s ¢islovanim uvedenym v textu (v textu uvedena
¢isla9 a 10)

e V kapitole Obecnd charakteristika souboru na str. 51 nesouhlasi soucty muzi a Zen s celkovym
poétem nemocnych lééenych imatinibem v 1. a 2. linii lé¢by

e Vtabulce 6 na str. 44 a v tabulce 9 na str. 51 jsou uvedeny rozdilné poéty pacientii lé¢enych
alogenni transplantaci a jinym typem terapie

e V n&kterych popisech karyotypt v tabulkdch svysledky jsou drobné chyby v ISCN
nomenklatufe (napf. potadi klont, specifikace zlomovych mist, zapis nékterych aberaci), atd.

Uvedené nedostatky jsou vSak pfevazné formalniho charakteru a vyznamné nesniZuji odbornou
kvalitu predkladané prace. Prace je prehledné ¢lenénd, ma 115 stran textu a je doloZena velkym
mnozstvim citaci pouzité literatury (celkem 125 referenci), které svéd¢i o Sirokém rozhledu autorky
v dané problematice. Je doplnéna ilustrativnimi obrazky, tabulkami, grafy a seznamem pouZzitych
zkratek, v zavéru je ptiloZzen anglicky souhrn. Soudasti prace je rovnéz prehled autoréiny publikacni
aktivity.

RNDr. Holzerova je prvni autorkou prace, kterd byla publikovana v zahrani¢nim impaktovaném
Casopise a ve které hodnoti G¢innost 1é¢by imatinibem u 72 nemocnych s Ph-positivni CML a
riznymi cytogenetickymi nalezy. Na dalsich tfinacti publikacich se Dr. Holzerova podilela jako
spoluautorka (z toho 9x v Gasopise s IF a 4x v recenzovaném Casopise). Kromé toho byla autorkou
patnacti prednasek a deseti postert presentovanych na védeckych konferencich v CR i v zahraniéni.



Doktorandky bych se chtéla zeptat, jaky je jeji ndzor na perspektivu konvenéni
cytogenetické analyzy pti diagnostice CML a dalSich hematologickych malignit zejména v
souvislosti s rychlym rozvojem novych molekuldrné cytogenetickych a molekularné biologickych
metod.

Zavér: Predkladana disertacni prace ma dobrou odbornou troveinl. Zvolené téma je aktudlni a pro
onkohematologii velice pfinosné. Prace zdlraziluje vyznam cytogenetickych nalezd nejen pro
stanoveni presné¢ diagnoézy a prognézy u pacienti s CML lé€enych podle nejmodernéjSich
lé¢ebnych protokoli, ale i pro sledovéani klonalniho vyvoje a hodnoceni Gspésnosti terapie. Pouzité
metodiky jsou moderni a tematicky prace navazuje na soucasné vysledky zahrani¢nich studii.
Pracovni kolektiv, ve kterém Dr. Holzerova plsobi, patii v oblasti molekuldrn€ cytogenetické
diagnostiky hematologickych malignit k nejlepSim v republice, o cemz svéd¢i i1 fada vyzkumnych
projektl, které na pracovisti jsou nebo byly uspéSné feSeny a na kterych se doktorandka aktivné
podili. Dosavadni odbornd ¢innost RNDr. Holzerové jednoznaéné prokazuje, Ze autorka ma
vSechny predpoklady k samostatné védecké praci.

Vzhledem k vy$e uvedenym skuteénostem doporu€uji postoupeni disertaéni prace k
obhajobé pred komisi a v pfipadé, ze bude Gspésné obhajena, doporucuji RNDr. Milené Holzerové
udelit akademicky titul Ph.D. podle paragrafu 47 Zakona o vysokych skolach €. 111/98 Sb.
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Oponentsky posudek na disertacni praci: RNDr. Mileny Holzerové s ndzvem:

Molekularné cytogenetické studium chromosomovych zmén u leukémii (Klinicky vyznam
cytogenetiky a molekuldrni genetiky u chronické myeloidni leukémie).

Hodnocena byla disertacni prace o rozsahu 144 stran, seznam literatury obsahuje 125 literarnich
odkazd. Prace je rozdélena na standardni Useky a obsahuje viechny néleZitosti véetné seznamu
zkratek a klicovych slov, obahu, souhrnu, zavérd, seznamu literatury. Proporce délky hlavnich Usek
(Gvodu, metodické ¢asti, vysledkd, diskuse) je pfimérend.

Hlavnim pfedmétem disertacni prace RNDr. Holzerové bylo sledovat a zhodnotit, jak riizné
cytogenetické zmény u nemocych s CML v dobé stanoveni diagndzy a v priibéhu 1écby klg,ovliviuji
prognozu téchto nemocnych, zvlasté pak v dlouhodobém aspektu.

Uvod je sepsén metodicky a prehledné, RNDr.Holzerové predklada v této kapitola Siroky rozhled

v oblasti feSené problematiky, v seznamu literatury uvedeno celkem 125 literardnich odkazt. Nedfive
jsou uvedeny obecné informace (skutecnosti) o krvetvorbé a jejim fizeni, leukémiich, podrobnéjsi je
pak vyklad , tykajici chronické myeloidni leukémie, jeji diagnostiky, 16¢by.Nejvétsi ¢ast této kapitoly je
vénovdna cytogenetice a molekuldrni genetice CML. Doprovodné obrazky, schémata, fotografie jsou
pékné a vhodné vybrané.

Cilem disertacni prace bylo vySetfeni souboru nemocnych s CML, stanoveni typu a frekvence
chromosomovych zmén metodami klasické a molekularni cytogenetiky, analyza téchto vysledk(i na
zakladé nalezenych cytogenetickych zmén, dale pak analyza vyskytu a vyznamu pfidatnych
chromosomovych zmén, véetné analyzy zajimavych pripadl nemocnych s CML a statistické
vyhodnoceni klinického vyznamu nalezenych genetickych zmén.

Materidly a metodika: Soubor pacient(i (256 nemocnych) popsan piehledné v podobé tabulek a
graf(, stejné tak vySetfovaci cytogenetickéa molekuldrné cytogenetické metody véetné pFiprav sond,
statistickd analyza.

Vysledky jsou udavany také zcela jasné a prehledné, systematicky shrnovany do prislusnych tabulek a
grafll v podobé cytogenetickych vysetieni pfi stanoveni diagndzy a také v pribéhu [é¢by imatinibem
v 1.linii, ve2.linii, po TKB a jiné 1é¢bé. Velmi zajimavych je také nékolik kazuistik pacient(i. Hodnoceni
léCebné odpovédi ve skupindch podle typu Iécby a dle cytogenetickych nalezl je velmi podrobné a
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svédci pro patrné rozdily prognostického vyznamu v jednotlivych hodnocenych skupindch pacienta.
Také hodnota P jasné vypovida o statistické signifikanci vysledkd. Vysledky prindseji zajimavée
poznatky. MozZno tedy konstatovat, Ze veskeré cile prace byly splnény.

Celkové lze fici, Ze se jednd o péknou disertaci, kterd vypovidd o Sirokém a uceleném prehledu
kandidatky v dané, sledované oblast, o zvladnuti moderni cytogenetické metodiky a spravné
interpretaci ziskanych vysledkd, které jsou velni zajimavé také z pohledu klinika, tedy lékare. Prace
je také prikladem efektivni spoluprace cytogenetika s lékarem.

Také formalni stranka prdce je v poradku, stejné tak jazykova Uroven disertacni prace.
Nejdulezitéjsi vysledky prdce (publikace souvisejici s disertacni praci) byly otistény ve 2 zahranicnich
Casopisech s IF, pfednesena 4 sdéleni, 2 posterova sdéleni, ndsleduji ostatni ptvodni védeckeé
publikace uverejnéné v casopisech s IF 8x, ptvodni védecké publikace v recenzovanych védeckych
Casopisech 4x, prednasky 11x, dalsi posterova sdéleni v poctu 8x.

Na zakladé uvedenych skutecnosti Ize shrnout, Ze disertace jednoznacné prokazuje predpoklady
RNDr. Holzerové k samostatné védecké praci a k obhajeni titulu Ph.D. za jménem. |

V Praze dne 31.3.2011 MUD A K lamovaaCSe

Usta ze, Praha
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