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UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
Dé&kanat, tf. Svobody 8, 771 26 Olomouc, tel./fax: 585 632 063
V Olomouci 27. tinora 2015

Zapis o konani obhajoby disertacni prace v oboru Lékarska biologie

Mgr. Michaela Svachova, molekulami biolog Ustavu klinické a molekulamni patologie
LF UP a studentka kombinované formy doktorského studijniho programu Lékar'skd biologie na LF UP
v Olomouci.

Téma prace: ,Analyza klonalniho preskupeni IgH a TCR receptori v diagnostice
lymfoproliferativnich onemocnéni z bioptickych vzorku“
Obhajoba se konala v Olomouci dne 27. inora 2015 v 10:00 hod.
Komise: &//

pfedseda: doe. MUDe, Mer. Kilan Rafke, PLI,...conmasusmemmmmamsmamms s ssmmmmssnoas

\

mistopfedseda: doe. Mgr. Mattin Madriangky; PHI., s s

¢lenové: prof. RNDr. Jana Smardova, CSc. \/ ...................
Doc. MUDr. Jana Dvofackova, Ph.D. .....ooooviiiiiiiiiiien, / ...................
L

prof. RNDr. Mgr. Marie JaroSova CSC.. .....ccccviiiniiirniecieeeceerees e
prof. MUDz: Jifi Ehtmiann, PhD. ceus oo mimmssmmsasmmmassas sy
prof. MUDT. Zdengk KOI&F, CSC. ....o.vveeeeeeereereeeeeeeeeereenass ! O cend....

doc. RNDr. Vladimir Divoky, Ph.D. ..., M .....................

\

MUDr. Vit Prochdzka, Ph.D. . ...

Oponenti: Prof. RNDr. Jana Smardova, CSC ... c.euveeeeeeeeeeeeeeeeerereeeeeseseseseseseeens L
Ustav patologie LF UM a FN Brno
MUDr. Vit Prochazka, Ph.D. / ..............
Hemato-onkologicka klinika LF UP a FNOL

Skolitel: Mgr. Jan Bouchal, Ph.D. ....... / ....................
Piedseda komise pifednesl struénou charakteristiku uchazece, hodnoceni Skolitele a vedouciho
Skoliciho pracovisté. Poté uchaze¢ vylozil podstatny obsah své disertace. Oponenti pfednesli své
posudky. Uchazeé odpovédél na pfipominky a dotazy oponenttl.
Ve védecké rozpravé vystoupili: viz pfiloha — zépis o diskusi.

neplatnych listki bylo odevzdano ..

Usneseni:

Pritomni &lenové komise tajnym hlasovanim rozhodli, ¢ Mgr. Michaela Svichova obhsjila
disertaéni praci a doporudili udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o
vysokych Skolach €. 111/98 Sb.

doc. MUDr. Mgr. Milan Raska, Ph.D.
predseda komise
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Dotazy k diskuzi:

1. Doc. Milan Raska: Jakym zplsobem pfedchazite pfipadné detekci fale$né klonality
vzorkd? Mérite mnozstvi DNA ap.?

U kazdého vzorku extrahované DNA je ovéfovana kvalita a kvantita méfenim na
spektrofotometru; integrita a amplifikovatelnost pomoci kontrolni PCR; provadi se
heteroduplexni analyza produkil PCR; DNA se do PCR nasazuje vZdy ve dvou
koncentracich, vysledné bandy musi byt konzistentni.

2. Prof. Jifi Magak: Mate zkuSenosti s tkanémi, které jsou fixovany napf. 2-3 dny? Jaka je
podle Vas optimalni doba fixace? Jaky je rozdil mezi dobou fixace? Jaké jsou rozdily
mezi fixaci ve formalinu a Fine-fix €inidle?

Tkané jsou v nasi laboratofi fixovany standardn& 1-24 hod; delSi dobu fixace jsem
netestovala; €im je kratSi doba fixace, tim je DNA kvalitnéjSi, méné fragmentovana;
rozlily fixace formalinem a Fine-fixem jsem testovala pomoci kontrolni PCR a vysledky
hovofi jednoznacné ve prospéch Fine-fixu, fragmenty DNA dosahuji délky kolem 500 bp,
DNA z fixace formalinem vykazovala ¢aste€nou fragmentaci a délku fragmenti do 300
bp.

Pozn. Prof. Jifi Macak: Bylo by vhodné zavést na kliniky optimalni podminky fixace.

3. Doc. Martin Modriansky: Srovnavali jste klasickou metodu PCR s real-time PCR? Bylo
by to €asové vyhodné? Mélo by to smysl zavadét jako alternativu?

Nesrovnavali. Jednak z ¢asovych dlvodl a pracovniho vytiZzeni v laboratofi, ale
pfedevSim tato metoda by nebyla pfinosem z toho dlvodu, Ze pro stanoveni klonality
vyuzivam az 20 oligonukleotidd. Nikde v literatufe neni uvedeno vyuZiti této alternativy
jako vhodné pro detekci klonality.

4. Prof. Jifi Ehrmann: Planujete nové vize pfistupu vySetfeni vzorkl( ve smyslu zkraceni
vySetfeni v horizontu napf. jednoho tydne? Pfipadné provadét vysetreni vicekrat do
tydne?

Vysetreni vzorkd je obvykle provedeno do jednoho tydne (od prevzeti vzorku do
propusténi vysledkl). Casové naroéna je izolace DNA z parafinovych blogkil (zvlast
lyzace tkané, ktera se provadi pres noc). Napf. zavedeni metody izolace pomoci
izolatoru DNA by urychlilo cely proces.

Pozn. Prof. JaroSova: Pomoci automatického izolatoru neni vysledkem kvalitni DNA,
nemame s tim dobré zkusSenosti, ale nejvétsi problémem zlstava fixace vzorku,
patologové a chirurgové by pro molekularné-biologické analyzy neméli fixovat tkané do
formalinu, neni absolutné vhodna pro naSe analyzy. Hlavnim Ukolem je zména fixace
vzork(.

5. Prof. Jana Smardova: ZkouSeli jste kombinovat vzorky ziskané mikrodisekci
materialu?

Dotaz navazoval na uspé&Snost stanoveni klonality u cHL. Stanoveni klonality
z jednotlivych HRS bunék, ziskanych mikrodisekci jsem neprovadéla, byla vySetfovana
pouze DNA ziskana z celkové tkané.



