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Obecna charakteristika

PredloZena disertaéni prace je vénovana detekci klonalnich piestaveb imunoglobulinového genu
IGH a genu TCR pro T-buné&&ny receptor v bioptickych vzoreich pacientli s lymfoproliferativnim
onemocnénim. Cilem price bylo zavést a optimalizovat metodu této detekce a vyuzit ji v diagnostice,
ovefit jeji potencidl u diagnosticky nejednoznaénych piipada. Nepochybné se jedna o prakticky
vyznamnou oblast sou¢asné molekuldrni patologie. Stanoveni spravné diagnozy je nezbytnym
predpokladem tspésné 1é¢by pacientd. Autorka prace cile splnila. Zavedla metodu ptipravy gDNA
z formol-parafinovych tkanovych blokt, kontrolu jeji kvality a multiplexni PCR na detekci prestaveb
genll /GH i TCR. Ukézala vliv fixace tkani na kvalitu ziskané gDNA a optimalizovala vlastni analyzu
produktii PCR a jejich vizualizaci. Metodou potom vysetiila celkem 957 bioptickych vzorkd pacientt

Sirokého spektra rtiznych lymfoproliferativnich onemocnéni.

Hodnoceni formdlniho zpracovani

PredloZend diserta¢ni prace ma standardni uspotadéni. V Uvodu (celkem 48 stran) autorka
popisuje vyvoj B a T lymfocytii, vyvoj struktury a exprese B-buné¢ného a T-bunééného receptoru a
s tim souvisejici pfestavby a promény gentl /GH a TCR. Dale pak podava struény prehled a klasifikaci
lymfoproliferativnich onemocnéni. Po Cilech prace nasleduje Metodicka ¢ast, ktera zahrnuje (10 stran)
izolaci gDNA, PCR, elektoroforézu DNA a imunohistochemickou analyzu. Vysledky véetné obrazové

dokumentace jsou uvedeny na 13 strandch a Diskuse na 6 strandch. Praci uzavird Souhrn (v eské a
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anglické verzi), Seznam pouzitych zkratek, pfehled publika¢ni aktivity autorky a Seznam citované
literatury. Po technické strance je prace piipravend peclive, jen s minimem pieklepti, obéas s chybnou

interpunkeci.

Hodnoceni odborné virovné

Prace — uz na zdklad€ vytycenych cilti — si vlastné nekladla pfili§ vysokou védeckou latku, de
facto si nepolozila Zddnou vyzkumnou otdzku. Smyslem bylo zavedeni metodiky, jeji provéfeni a potom
pouziti v praxi. To je naprosto legitimni, smysluplny a prakticky cil. Jen je do n&jaké miry malo
ambicidzni a moZna i mlo stimulujici jako zadéni disertaéni prace. A to se ve vysledné préaci odrazi,
odpovida tomu i zpisob vypracovani. (1) Uvod — &tivy, peclive vypracovany, opateny 14 nazornymi,
barevnymi obrazky — nepitindsi pfili§ mnoho nového. Je spiSe prehledny, ma Siroky zaber, ale
neobsahuje Zadnou originalnéji zpracovanou oblast. Je pf{zna¢né, Ze autorka opakovang, mnohokrat
cituje dve rozsahlé knihy: Pospiilovd et al. 2013 a pfedevsim Abbas et al. 2013. Z této knihy je dokonce
prevzato 11 ze 14 schémat. (2) Vysledky — véetné 10 obrazki a dvou tabulek — jsou predstaveny na 13
stranach. Pi1 tom je nade v3{ pochybnost, Ze vlastni experimentalni prace je rozsahla, bylo vysetieno
témer 1000 vzorkt. Spektrum pouzitych a zvladnutych metod — alespoti tak, jak jsou predstaveny
v disertaCni praci - neni pFili§ Siroké.

Na druhou stranu, zvoleny metodicky pfistup je zcela adekvatni zadani prace, rozsah
experimentalni prace je zna¢ny a stanovené ukoly autorka splnila. O kvalité a hodnoté jejich vysledku
sved¢ii jejich uspédné publikovani ve dvou prvoautorskych publikacich v oponovanych a

impaktovanych ¢asopisech (IF 1,179 a 1,661).

Pripominky a dotazy

1. Provad€la autorka sama imunohistochemickou analyzu nebo pouZivala vysledky rutinné provadeéné
analyzy?

2. Jak je to s oznatovanim imunoglobulinovych proteint a gend, které je koduji (str. 35, 38, 5 1)? Je
ne¢jake jednotné znaCeni (geny /GH, IGL, IGK a proteiny p, A, k?)?

3. A jak je to obecné s moznostmi oznatovéani genti a proteind, napt. c-MYC — genu a proteinu — ¢-myc
vs. c-Myec (str. 51)?

4. Jak je to se zapisy translokaci? Pouziva se mezi ¢isly zahrnutych chromozom (a pozic) ¢arka nebo
stitednik? Nebo jsou mozné obé& varianty?

5. Nastr. 52 jsou uvedeny ,,reguldtory bun&¢ného cyklu D1 a D3, jedn4 se zfejmé o cykliny D1 a D3.

Otazky do diskuse
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1. Nastr. 42 se uvadi, ze nehomologni spojen{ koncti (NHEJ) je hlavnim opravnym mechanismem
dvoufetézcovych zlomi DNA v sav¢ich buiikach. Neni timto mechanismem spi§ homologni
rekombinace (HR)? Vzdyt NHEJ, na rozdil od HR, je nepfesny mechanismus vnasejici do opravované
DNA chyby.

2. Nastr. 53 je uvedeno, Ze az 20 % piipadi T-ALL/LL vykazuje pteskupeni genu IGH. Co to vypovida
o pritb¢hu onemocnéni a co to znamena pro jeho daldi vyvoj?

3. Nastr. 53 je uvedena translokace t(2;5), kterd zahrnuje gen pro kindzu ALK a gen pro nukleofosmin.
Vyskytuji se u ALCL také translokace ALK s EML4, které se vyskytuji u nékterych nemalobunéénych
karcinomd plic?

4. Autorka vySetfila celkem 957 bioptickych vzorki. V jakém ¢asovém intervalu? Vyviji se v dase pocet
vySetfenych pifpadl a pfipadné podil pozitivnich piipadi?

5. Nastr. 81 je uvedeno, ze limitujicim faktorem pro Usp&Snou analyzu je ,heterogenita cilové DNA
sekvence*. Co presné se tim mysli? Jak ,,pouziti série primert* napomahd ,.k dosazeni co nejvyssi
homologie*?

6. Autorka prokazala, ze fixace tkani vakuem je Setrnd a zachovava kvalitni DNA. Co limituje vyuziti
tohoto typu fixace v praxi? Nebo je $ance na jeho v&tsi rozifieni? Bylo provedeno pfmé porovnani se

zamraZenou tkani?

Zavéreéné hodnoceni

Podle mého ndzoru Mgr. Michaela Svachova piedlozila diserta¢ni préaci, kterd spliuje kritéria
kladen4 na tento typ praci. Je prvni autorkou dvou ptvodnich praci, které vychazeji bezprostiedné
z vysledki predlozené disertace, s celkovym IF 2,84 (3,3) a spoluautorkou dalsich publikaci, které vice
nebo i méné souviseji s tématem feSenym v predlozené disertaci. Proto doporucuji predloZenou praci
k obhajob¢ a na zékladé usp&$né obhajoby udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47
Zakona o vysokych $kolach ¢. 111/98 Sb.

Brno, 2.2.2015 Prof. RNDr. Jana Smardové, CSc.
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Véc: Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Michaely Svachové

Nazev préce: ANALYZA KLONALNIHO PRESKUPEN IGH A TCR RECEPTORJ V
DIAGNOSTICE LYMFOPROLIFERATIVNICH ONEMOCNENI Z BIOPTICKYCH VZORKJ

Pracovi$té: Disertacni prace byla vypracovana v Laboratofi molekularni patologie, Ustavu
klinické a molekularni patologie LF a FN Olomouc.

Skolitel:  Mgr. Jan Bouchal, Ph.D.

Vlastni text disertacni prace ma 103 stran, 132 literarnich odkazd.
Soucasti je seznam publikaci autora souvisejici s disertacni praci. — 4 praci (z toho 3
plvodni védecké publikace v odbornych &asopisech s IF), 4 abstrakt v suplementech.

Struktura disertacni prace zahrnuje teoreticky Uvod, cile disertaéni prace, soubor,
metodiku, vysledky, diskuzi, zavéry a souhrn.

Text disertacni prace je prehledny, je bohaté dokumentovan graficky, obsahuje fadu
tabulek a barevnych grafi.

V prvni Casti pradce podava autorka rozbor soucasného stavu studované problematiky,
shrnuje recentni poznatky o vyvoji B- a T-lymfocytli a zejména molekularné biologické
podstaté geneze klonalnich prestaveb gendl téZkych Fetézcl imunoglobuling (IgH) a T-
bunécného receptoru (TCR). Ve druhé asti prace jsou uvedeny viastni vysledky analyz
klonalniho preskupeni genti IGH a TCR na obsahlém souboru nemocnych.
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1. zavedeni a optimalizace molekularné-biologické metody PCR v diagnostice
lymfoproliferativnich onemocnéni. Soucasti optimalizaci bylo vedle zavedeni viastni
PCR, heteroduplexni analyzy a zplsobu separace produktf a vizualizace vysledkd i
testovani typu fixace na kvalitu izolované DNA.

2. vyuZiti zavedené metody pro vlastni diagnostiku lymfoproliferativnich onemocnéni, a
to zvlasté v pripadech, kdy jsou morfologickd a imunohistochemicka stanoveni
nejednoznacna. Stanoveni spravné diagndzy je nezbytnym pfedpokladem k zahajeni
IéCby pacient(.

Metodika a vysledky:

ad 1. Zavedeni metody analyzy klonality IgH a TCR
Extrakce DNA byla uspésna v 897 pfipadech, kdy se podafilo izolovat DNA rfizné kvality v

zavislosti na typu, mnoZstvi a zplisobu fixace vySetfované tkané. V 60 pripadech, tj. 6,3%
celkového poctu biopsii, byla extrahovana DNA degradovana a tudiz nehodnotitelna.

Po testovani a srovnani byl zpocatku pouzivany 3% agarézovy gel nahrazen
polyakrylamidovym z dlivodu lepsich rozliSovacich schopnosti, vedoucich k detekci
dominantnich band{ na pozadi smearu Pfi analyze klonality IgH a TCR je tfeba paraleln&
vySetfovat fadu vzorkd od stejného pacienta, a proto byla vybrana vysokokapacitni
elektroforeticka vana.

AD2, Vyuziti PCR analyzy v rutinni diagnostice lymfoproliferativnich

onemocnéni

Z celkového poctu 295 diagnostikovanych malignich lymfomd bylo klonalni preskupeni
detekovéno ve 235 pfipadech (79,7%). Ctrnact malignich pripadd bylo nehodnotitelnych z
dlivodu nevytvoreni PCR produktu, coZ predstavuje 4,7 %stanoveni. Ze 128 vzork®
soucasné vySetfovanych na klonalitu T bunék byl monoklonalni band detekovan u
klasického Hodgkinova lymfomu a u difuzniho velkobunééného B lymfomu bohatého na T
buriky/histiocyty (tfi pfipady u obou entit).

Spinéni stanoveného cile

PfedloZena prace jednoznaéné spinila svj cil.

Dotazy a pripominky

1. Jaky je dopad typu fixace / lokality biopsie / stai vzorku na &etnost vyskytu
nehodnotitelnych vzorkd. Jaky optimalni postup pfipravy vzorku by autorka podle svych
zkusenosti doporucila. Jak vysvétlujete 63,4 % pozitivnich TCR prestaveb u T-lymfom{?
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2. Prosim okomentovat zkuSenosti s faleSné pozitivnim nalezy klondlni prestavby TCR
receptoru u nemocnych bez prikazu klondlniho T-lymfoproliferativniho onemocnéni
v kontextu prace: Groenen P. et al. (ref. 44).

3. Prosim okomentovat 13 (43 %) pfipadd cHL pozitivnich na IgH prestavbu. Jedna se o
pfipady s CD20 / PAX-5 pozitivitou HRS bunék? Lisily se tyto pfipady od ostatnich IgH
negativnich cHL co do subtypu, pfipadné spektra bunék mikroprosttedi?

Zavérecné hodnoceni. .

PredloZzena disertacni prace Mgr. Michaely Svachové je vyznamnym pfinosem
pro hodnoceni klonality histopatologickych vzorkéi pomoci molekularné-
genetickych metod.

Jedna se o disertacni préci, kterd je velmi dobre zpracovana a srozumitelna.

Disertacni prace ma vSechny formalni naleZitosti vyzadované pro fedeni védecké hypotézy.
Dokazuje schopnost autora samostatné védecké prace a kritického zpracovani literarnich a
vlastnich poznatkd. Prinasi nékteré nové védecké poznatky

DoloZeny seznam publikaci s vysokym IF dokazuje védecky potenciél autora.

Prace zcela odpovida poZadavkéim pro vypracovani disertaéni prace dle Smérnice
dékana LF-B3-6/2012 a proto doporuéuji, aby na zakladé (isp&éné obhajoby byl udélen
Mgr. Michaele Svéachové akademicky titul Ph.D., dle paragrafu 47 Zakona o vysokych
Skolach ¢. 111/98 Sb.
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