
UNIVERZITA PALACrÉHO V OLOMOUCI
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V Olomouci 27 . ínora 2015

záois o konání o rtační nráce v oboru Lékařská bi
Mgr. MiChaela SVáChOVá, molekulární biolog Ústavu klinické a molekulrární patologie
LF UP a studentka kombinované formy doktorského studijního programu Lékařska biologie na LF UP
v Olomouci.

Téma práce: ,,Analýza klonálního přeskupení IgH a TCR
lymfoproliferativních onemocnění z bioptických vzorků"
Obhajoba se konala v Olomouci dne27. února 2015 v l0:00 hod.

receptorů v diagnostice

Komise:
předseda: doc. MUDr. Mgr. Milan Raška, Ph.D

místopředseda: doc. Mgr. Martin Modrianský, Ph.D

členové: prof. RNDr. Jana Šmardová, CSc.
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MUDr. Vít Prochrázka, Ph.D. ,,/

Oponenti: Prof. RNDr. Jana Šmardová, CSc
Ústav patologie LF UM a FN Brno
MUDr. Vít Prochrázka, Ph.D.
Hemato-onkologická klinika LF UP a FNOL

Skolitel: Mgr. Jan Bouchal, Ph.D.

Předseda komise přednesl stručnou charakteristiku uchazeěe, hodnocení školitele a vedoucího
školicího pracoviště. Poté uchazeč vyložil podstatný obsah své disertace. Oponenti přednesli své
posudky. Uchazeč odpověděl na připomínky a dotazy oponenťu.

Ve vědecké rozpravě vystoupili: viz příloha - zápis o diskusi.

Hlasovrání se účastnilo ...ť. et.n,i komise. Kladně hlasovalo ...l. et.nr.i, zápomě ,Í9:::'-ďeni,
neplatných lístků bylo odevzdiáno .k

@.g!:
Přítomní ělenové komise tajným hlasovráním roáodli, že Mgr. Michaela §váchová obhájila
disertaění práci a doporučili udělení akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zákona o
vysoloých školách č. 111/98 Sb.

doc. MUDr. Mgr. Milan Raška, Ph.D.
předseda komise
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Dotazy k diskuzi:

1. Doc. Milan Raška: Jakým způsobem předcházíte případné detekci falešné klonality
vzorků? Měříte množství DNA ap.?
U každého vzorku extrahované DNA je ověřována kvalita a kvantita měřením na
spektrofotometru; integrita a amplifikovatelnost pomocí kontrolní PCR; provádí se
heteroduplexní analýza produktů PCR; DNA se do PCR nasazuje vždy ve dvou
koncentracích, uýsledné bandy musí být konzistentní.

2, Prof , Jiří Mačák: Máte zkušenosti s tkáněmi, které jsou fixovány např. 2-3 dny? Jaká je
podle Vás optimální doba fixace? Jaký je rozdíl mezi dobou fixace? Jaké jsou rozdíly
mezi fixací ve formalínu a Fine-fix činidle?
Tkáně jsou v naší laboratoři fixovány standardně 1-24 hod; delší dobu fixace jsem
netestovala; čím je kratší doba fixace, tím je DNA kvalitnější, méně fragmentovaná;
rozlíly fixace formalínem a Fine-fixem jsem testovala pomocí kontrolní PCR a qýsledky
hovoří jednoznačně ve prospěch Fine-fixu, fragmenty DNA dosahují délky kolem 500 bp,
DNA z fixace formalínem vykazovala částečnou fragmentaci a délku fragmentů do 300
bp.

Pozn. Prof. Jiří Mačák: Bylo by vhodné zavést na kliniky optimální podmínky íixace,

3. Doc. Martin Modrianský: Srovnávalijste klasickou metodu PCR s real-time PCR? Bylo
by to časově uýhodné? Mělo by to smysl zavádět jako alternativu?
Nesrovnávali. Jednak z časorných dŮvodŮ a pracovního vytížení v laboratoři, ale
především tato metoda by nebyla přínosem z toho dŮvodu, že pro stanovení klonality
využívám až 20 oligonukleotidů. Nikde v literatuře není uvedeno využití této alternativy
jako vhodné pro detekci klonality.

4. Prof. Jiří Ehrmann: Plánujete nové vize přístupu vyšetření vzorků ve smyslu zkrácení
vyšetření v horizontu např. jednoho týdne? Případně provádět vyšetření vícekrát do
týdne?
Vyšetření vzorků je obvykle provedeno do jednoho týdne (od převzetí vzorku do
propuštění vlýsledků). Časově náročná je izolace DNA z parafínouých bločků (zvlášť
lyzace tkáně, která se provádí přes noc). Např. zavedení metody izolace pomocí
izolátoru DNA by urychlilo celý proces.
Pozn. Prof. Jarošová: Pomocí automatického izolátoru není uýsledkem kvalitní DNA,
nemáme s tím dobré zkušenosti, ale největší problémem zůstává fixace vzorku,
patologové a chirurgové by pro molekulárně-biologické analýzy nemělifixovat tkáně do
formalínu, není absolutně vhodná pro naše analýzy. Hlavním úkolem je změna fixace
vzorků.

5. Prof. Jana Šmardová: Zkoušeli jste kombinovat vzorky získané mikrodisekcí
materiálu?
Dotaz navazoval na úspěšnost stanovení klonality u cHL. Stanovení klonality
z jednotliuých HRS buněk, získaných mikrodisekcí jsem neprováděla, byla vyšetřována
pouze DNA získaná z celkové tkáně,


