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OPONENTSKY POSUDEK
dizertacni prace Mgr. Lenky Kriizové, doktorandky studijniho programu Lékarska genetika, s nazvem

Molekuldrni cytogenetika chronické lymfocytdrni leukémie.

Popis dizertacni prace

Dizertacni prace Mgr. Lenky Krlzové byla vypracovana v doktorském studijnim programu Lékarska
genetika pod vedenim Mgr. Heleny Urbankové, Ph.D. Tématem prace je studium molekuldrné
cytogenetickych zmén u chronické lymfocytdrni leukémie (CLL). Zvolené téma je vysoce aktualni,
nebot studium dané problematiky pomaha blize pochopit sloZitou patogenezu CLL a posoudit
progndzu nemocnych s CLL mj. i v terapeutickych souvislostech. Rozsah prace cini 118 stran. Prace
obsahuje 18 obrazk( a 7 tabulek. Literarni odkazy predstavuji 235 citaci, z toho 15 z pera domacich
autor(. Cilem prace bylo shrnout literarni Udaje v oblasti molekularné-cytogenetickych aberaci u CLL,
detailné prozkoumat jednotlivé genetické aberace v rdmci komplexniho karyotypu u CLL a posoudit
jejich vyskyt a prognosticky vyznam mj. i v asociaci s jinymi znamymi prognostickymi faktory a dale
podrobné vyhodnotit prognosticky vyznam a blizsi genetické charakteristiky u nemocnych s deleci
chromozomu 69 a u pacientl se zmnozenim kratkych ramen chromozomu 2. Teoreticka ¢ast prace ma
pfiméreny rozsah, detailné pokryva studovanou problematiku a ma jen drobné nedostatky (napf.
opomenuti diagnostického vyznamu exprese znaku CD79b u CLL). Velmi cennd je zde zejména
kapitola tykajici se Richterovy transformace CLL, kterd vycerpdvajicim zplsobem shrnuje poznatky o
genetickém pozadi této neptiznivé klinické situace. Vlastni studium zahrnulo skupinu nemocnych
s komplexnim karyotypem (79 ze 644 nemocnych s CLL), skupinu nemocnych s deleci 6q (91 z 1158
nemocnych s CLL) a skupinu nemocnych se zmnozenim dlouhych ramen chromozomu 2 (52 ze 604
nemocnych s CLL), jejichZ periferni krev, kostni dfen ¢i lymfatickd uzlina byly vysetfeny metodami
konvencni a molekularni cytogenetiky. Ve skupiné pacientl s komplexnim karyotypem byl zhodnocen
jeho prognosticky vyznam a detailné analyzovan vyskyt a vyznam jednotlivych chromozomalnich

aberaci v rdmci komplexniho karyotypu.
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Ve skupinach nemocnych s deleci 6q a se zmnozenim dlouhych ramen chromozomu 2 byla popsana
asociace téchto zmén s jinymi chromozomalnimi aberacemi a stanoven jejich prognosticky vyznam.
Bylo provedeno srovnani dvou genetickych podskupin nemocnych s deleci 6q, stanovena minimalni
deletovana oblast 6g21 a relativni exprese kandidatnich gend s dlirazem na prognosticky vyznam

exprese genu FOXO03.

Metody, vysledky a formalni turoven dizertacni prace

Vysetfeni materidlu zahrnovalo konvencni cytogenetiku (G-pruhovani) a molekularni cytogenetiku
(FISH, mFISH, arrayCGH) po predchozi kultivaci. Pro celkové preZivani byly sestrojeny Kaplan-Meierovy
krivky. Vyskyt komplexniho karyotypu v souboru 644 nemocnych byl 12.3 %. Byl popsan vyskyt
jednotlivych cytogenetickych abnormit vramci komplexniho karyotypu a asociace nejcastéji
postizenych chromozom( a zhodnoceno celkové preziti pacientll také s ohledem na vybrané
genetické zmény a pocet aberaci. Frekvence chromozomalnich aberaci a jejich spolecny vyskyt byly
hodnoceny mj. formou sité vyuZzivajici algoritmus vychazejici z analyzy nejblizSich soused(i (metodika
mohla byt v praci pro Uplnost blize popsana). Celkové prezivani nemocnych s komplexnim karyotypem
bylo stanoveno také s ohledem na vék a pohlavi pacientll. Vyskyt delece 6g v souboru 1158
nemocnych byl 7.8 %. Byla popsana asociace delece 6q s pfidatnymi chromozomalnimi aberacemi a
komplexnim karyotypem, zhodnocen prognosticky vyznam této chromozomalni aberace a provedena
komparativni analyza podskupin nemocnych s deleci 6q s pfidatnymi chromozomalnimi aberacemi a
bez nich s ohledem na vék, pohlavi, mutaéni stav IgVH a OS (nékteré metodologické detaily této
analyzy mohly byt v praci blize popsany). Byla stanovena minimalni deletovand oblast 6g21 a relativni
exprese kandidatnich genli a popsan prognosticky vyznam exprese genu FOXO3. Vyskyt zmnozZeni
dlouhych ramen chromozomu 2 v souboru 604 nemocnych byl 8.6 %. Byly popsany vyskyt
jednotlivych chromozomalnich aberaci v rdmci zmnoZeni dlouhych ramen chromozomu 2, asociace
s pfidatnymi chromozomalnimi aberacemi a podskupinami mutacniho stavu IgVH a komplexnim
karyotypem a byl zhodnocen prognosticky vyznam této genetické zmény. U vSech pacientl s vyjimkou
jednoho byla provedena arrayCGH; urceni minimalni zmnoZené oblasti a exprese kandidatnich gent

ovsem nebyly provedeny z objektivnich divodu.
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Prace ddle obsahuje dva fundované komentafe publikaci s uzkym vztahem ke studované

problematice, jichZ je doktorandka spoluautorkou.

Vybér hodnocenych parametrli a pouzité statistické metody pIné vyhovovaly cilim prace. Prace je
napsand precizné se snahou o Uplny vycet literarnich souvislosti v teoretickém uvodu i diskuzi, coz
dokazuje autorcinu vybornou orientaci v problematice. Lingvisticka droven dizertacni prace je

vynikajici, nevyskytuji se formulaéni neobratnosti, gramatické chyby ani preklepy.

Vyznam dizertacni prace pro obor LékaFska genetika

PredloZenad dizertaéni prace v teoretické <asti vylerpavajicim zplsobem didakticky shrnula
problematiku genetickych zmén u CLL. Ve skupiné pacientd s komplexnim karyotypem byly podrobné
prostudovany jednotlivé genetické aberace a jejich vliv na celkové preziti a byla diskutovdna
prognostickd stratifikace vychazejici z komparace jednotlivych genetickych podskupin nemocnych
v€etné inovativniho zohlednéni jejich véku a pohlavi. K mimoradné preciznimu hodnoceni nemocnych
s komplexnim karyotypem pfispéla zejména skutecnost vysoce komplexni genetické analyzy se
systematickym vyuzitim FISH, mFISH a arrayCGH. Podobné preciznim a detailnim zplsobem byly
charakterizovany skupiny pacientl sdeleci 6 a zmnozenim dlouhych ramen chromozomu 2.
PredloZena dizertacni prace tak vyznamnym zplsobem rozsifuje poznani u vzacnéjSich a méné

probadanych genetickych skupin nemocnych s CLL.

Na doktorandku mam nasledujici otazky:

1. Jaky rozsah a frekvenci genetického testovani u nemocnych s CLL byste doporucila s ohledem
na vysledky své prace?
2. Vramci komplexniho karyotypu se u CLL jen velmi vzdcné vyskytuji soucasné aberace

chromozomu 11 a 17. Zhorsuje jejich soucasny vyskyt jesté dale prognézu nemocnych s CLL?



’ Nemocnice s poliklinikou Havifov, pfispévkova organizace | Délnicka 1132/24, 736 01 Havifov | Tel: +420 596 491 111, fax: +42( 536
IC: 00844896 | Bank. spojeni: KB a.s. Karvina, pobocka Havifov, &islo uctu: 27132 - 791/0100

NEMOCNICE
HAVIROV

3. Unikdtnim a velmi zajimavym zjisténim je diametrdlni rozdil OS skupin nemocnych se
zmnozenim dlouhych ramen chromozomu 2 jiz v dobé diagnézy CLL a se vznikem této zmény
az béhem klonalniho vyvoje nemoci. Jak si vysvétlujete tento fenomén?

4. MuZe byt nepfiznivy prognosticky vyznam genetickych zmén u CLL smazan pouzitim nékteré

|é¢ebné modality?

Zaveér:

Dizertacni prace je zvolena na vysoce aktudlni téma. Vytéené cile dizertaéni prace byly beze zbytku
splnény. Metody zpracovani jsou na vysoké urovni. Vysledky dizertacni prace jsou origindlni, pfinaseji
nové poznatky a maji nesporny vyznam pro dalsi rozvoj védy a téZ medicinské praxe. Doktorandka
prokdzala detailni znalost studované problematiky a osvédcila schopnost koncepéni vyzkumné prace.
Precizni metodika, detailni popis a zplUsob hodnoceni ziskanych vysledkd, jakoZ i formulace zavér(
prace a jejich fundovana diskuze svédci v plné mife o odborné zpuUsobilosti a védecké zralosti
doktorandky. Vysledky prace byly v dostate¢ném rozsahu publikovany v renomovanych zahranicnich
periodicich a v domdacim pisemnictvi s doktorandkou jako prvni autorkou ¢&i spoluautorkou
publikacnich vystupU.

Praci hodnotim jako vynikajici a doporucuji ji k obhajobé podle § 47 Zakona o vysokych

Skolach 111/98 Sbh.; po Uspésné obhajobé pak doporucuji udéleni védeckého titulu Ph.D.

MUDr. David Starostka, Ph.D.
Primar Oddéleni klinické hematologie
Nemocnice s poliklinikou Havifov, p.o.

Délnicka 1132/24, 73601 Havifov

V Havifové 18.5.2020



V Praze dne 4. 6. 2020

Oponentsky posudek na doktorskou disertacni praci Mgr. Lenky Krtizové

Nazev prace: MOLEKULARNi CYTOGENETIKA CHRONICKE LYMFOCYTARNI LEUKEMIE.

Predkladand disertacni prace Mgr. Lenky Krlzové se zabyva studiem zndamych i méné castych
rekurentnich genetickych zmén v leukemickych bunkach dospélych pacientl s chronickou lymfocytarni
leukémii (CLL), jejich vzdjemnymi vztahy, korelaci s ostatnimi klinickymi a hematologickymi ukazateli a jejich
prognostickym vyznamem. Autorka se pfitom zaméfila zejména na méné casté a tim padem i méné
prostudované aberace. Téma préce je v soucasné dobé velmi aktudlni a odpovida svétovym trendiim ve
vyzkumu CLL bunék. PrestoZe v poslednich letech doslo k obrovskému pokroku v diagnostice a l1éc¢bé CLL,
predevsim diky rychle se rozvijejicim znalostem o genetické podstaté tohoto onemocnéni, stale existuje
relativné pocetna skupina pacient(, jejichZ progndza je nepfizniva. Proto je dlleZité hledat dalsi markery,
které by bylo moZzné vyuzit jak k pfesnéjsi diagnostice a monitorovani Iécby, tak v budoucnu tfeba i k vyvoji
novych cilenych lé¢ebnych pfistupd.

Jedna se o komentovanou formu disertacni prace, ktera je postavena zejména na vysledcich dvou
odbornych publikaci a jedné diplomové prace, u které byla Mgr. KrGzova Skolitelkou. V Gvodni kapitole
autorka pfindsi uceleny prehled soucasnych poznatkl o genetickych zménach v CLL bunkach. Rovnéz
shrnuje soucasné moznosti IéCby pacientl s CLL. Na strané 37 jsou pak jasné formulovany jednotlivé cile
disertacni prace, které se vztahuji k vySe zminénym tfem publikacim. V prvni ¢asti kapitoly Vysledky a
diskuze se autorka vénuje problematice komplexnich karyotypd a jejich vlivu na celkové prezivani CLL
pacientd v souvislosti s delecemi dlouhého ramene chromosomu 11, kratkého ramene chromosomu 17 a
mutacemi genu TP53. Vdalsi ¢asti se zaméruje na detailni analyzu deleci na dlouhych ramenech
chromosomu 6, u kterych se podafilo urcit minimdlni deletovanou oblast a vytipovat gen FOX03, u kterého
byla posléze prokazdna snizend relativni exprese. V posledni ¢asti se autorka zabyvala studiem zisku
chromosomového materidlu na kratkych ramenech chromosomu 2, ktery je obvykle asociovan
s komplexnimi karyotypy a/nebo dal$imi rizikovymi aberacemi. Vysledky studie potvrdily, ze vSechny
studované aberace jsou spojeny s negativni progndzou a kratSim celkovym prezitim nemocnych.

Prace md celkem 113 stran vcetné seznamu zkratek, seznamu literatury, seznamu vlastnich
publikaci a seznamu pfiloh a je po formalni strance velmi peclivé a pfehledné zpracovana. Vlastni text prace
ma 79 stran a je tradi¢né ¢lenén na kapitoly Uvod, Cile, Soubor pacient(i a metody, Vysledky a diskuze a
Zavér. Prace je doloZena vysokym poctem citaci pouzité literatury (celkem 235 referenci), které svédci o
Sirokém rozhledu autorky v dané problematice. Je doplnéna rovnéZ seznamem pouzitych zkratek, radou
ilustrativnich obrazk(, prehlednymi grafy a tabulkami.

Nedilnou soucasti disertacni prace jsou publikace, ze kterych samotnda prace vychazi. Jedna se o
celkem 4 publikace v ¢asopise s IF, na kterych se autorka rliznou mérou podilela. Mgr. Krlizova je prvni
autorkou prace publikované v roce 2019 v Casopise Leukemia Research (IF 2.066) a spoluautorkou dalSich
tfi praci publikovanych v ¢asopisech Leukemia Research (2019; IF 2.066), American Journal of Hematology
(2007; IF 5.303) a Neoplasma (2015; IF 1.961). Kromé toho jsou priloZzeny i dvé publikace z ¢asopisu
Transfuze a hematologie dnes (1x prvni autorka a 1x spoluautorka). Soucasti disertacni praci je i podrobny
prehled dalsich autoréinych odbornych aktivit véetné posterl a prednasek prezentovanych na ceskych i
zahrani¢nich odbornych konferencich.

PrestoZe se jedna o velmi kvalitni praci, ktera pfinasi radu zajimavych vysledkd, mam k ni nékolik
pfipominek, které vsak nijak vyznamné nesnizuji jeji odbornou uroveri:

e Domnivdm se, Ze kapitola Metody by si zaslouZila podrobnéji rozepsat. Nékteré informace
k pouzitym metodam neni mozné dohledat ani v pfiloZenych publikacich nebo jen velmi obtizné.
Napfriklad v kapitole , Kultivace biologického materidlu“ autorka uvadi, Ze u pacientl byla vysetfena
periferni krev (PK), kostni dfen (KD) nebo lymfatické uzliny (LU), ale nezminuje podrobnéjsi
informace o tom, u kolika pacientll byl konkrétni typ biologického materidlu vysetfen. Rovnéz



uvadi, Ze bunky PK byly kultivovany v pfislusnych médiich bez stimulace nebo za pfitomnosti DSP30
nebo ECAMPO10 a interleukinu 2, opét bez dalSich podrobnosti o po¢tu provedenych kultivaci. U
bunék KD a LU pak autorka o stimulaci vibec nehovofi, znamena to, Ze tyto vzorky nebyly
stimulovany? Autorka také neuvadi, do jakého odbérového média byly odebrany vzorky LU.

e V metodice FISH neni uvedeno, jakd konkrétni sonda byla pouzZita k detekci zisku na 2p (ve
vysledcich se pouze Fika, Ze vsichni pacienti byli vySetfeni metodou FISH a u pozitivhich nalezd bylo
nasledné doplnéno vysetieni aCGH). Déle je v této kapitole pro pouzité sondy uvedena cut off 5%,
neni vSak jasné, na zdkladé ceho byla tato hodnota stanovena. Jednad se o napf. o mezinarodni
doporuceni, nebo byla hodnota stanovena na zdkladé vysSetfeni kontrolniho souboru (pokud ano,
jak velkého)? Prosim o doplnéni téchto informaci.

v

e V popisku k obrdzku €. 7 na strané 46 je uvedeno, Ze do analyzy byli zafazeni pacienti vysetreni
metodou FISH ke stanoveni delece 17p a NGS ke stanoveni mutace TP53 a dale pacienti vysetieni
metodou FISH ke stanoveni delece 11q. Pfitom v metodach je uvedeno, Ze pfislusSnym FISH
panelem byli vySetfeni vsichni pacienti. Neni to v rozporu? Kolik pacient( tedy bylo do jednotlivych
analyz zahrnuto?

e Vnadpisu kapitoly 4.3. je chybné uvedeno ,ZmnoZeni dlouhych ramen chromosomu 2“ — ve
skutecnosti se jednalo o kratka ramena.

e Jednim ze zavéru studie je, Ze pacienti se ziskem v oblasti 2p maji kratsi celkové preziti a tudiz horsi
prognodzu. V této studii vSak byl zisk 2p detekovdn jako samostatnd zména pouze u jednoho
pacienta, prevazina vétsina nemocnych méla komplexni karyotyp (81%), pfipadné jiné high risk
aberace. Proto je velmi pravdépodobné, Ze Spatna progndza u téchto nemocnych souvisi spise
témito ndlezy neZ pfimo se ziskem v oblasti 2p.

e Vdiskuzi na str. 85, autorka uvadi, Ze v prfedkladané studii bylo zmnoZeni materialu na 2p u vétsiny
nemocnych detekovdano jiz v dobé stanoveni diagndzy, coZ je udajné vrozporu s ndlezy
publikovanymi v odborné literatute, které uvadi, ze se jednd spiSe sekunddarni udalost spojenou
s klonalnim vyvojem a progresi onemocnéni. Zaroven vsak autorka uvadi, Ze ve vétsiné pfipadu bylo
zmnoZeni 2p soucasti komplexnich karyotypl, Proto se domnivam, Ze tyto skutecnosti v rozporu
nejsou a opravdu se pravdépodobné jedna o sekundarni zménu.

Autorky bych se rada zeptala, zda u nékterého z pacientli vySetfenych metodou aCGH pozorovali znaky
chromothripsis nebo ziskané uniparentalni disomie (aUPD)?

Zaveér: PredloZena prace spliiuje pozadavky kladené na disertani praci. Ma dobrou formalni i odbornou
uroven. Zvolené téma je aktudlni. PouZité metodiky jsou moderni a tematicky prace navazuje na soucasné
publikace zahrani¢nich autor(. Disertacni prace i soubor pfiloZzenych publikaci shrnuji celou fadu velmi
zajimavych vysledkl, které prinasi nové informace o genetickych zménach a rekurentnich zlomovych
mistech v genomu CLL bunék. Mohu konstatovat, Ze stanovené cile disertacni prace byly splnény a pfinesly
vyznamné vysledky, které mohou pfrispét ke zlepseni diagnostiky CLL a slouzZit jako vychodisko pro dalsi
studie. DosaZzené vysledky a forma jejich zpracovani prokazuji, Ze Mgr. Krlizova ma vSechny predpoklady k
samostatné védecké prdaci.

Vzhledem k vyse uvedenym skutec¢nostem doporucuji postoupeni prace k obhajobé pred komisi a v
pfipadé, Ze bude Uspésné obhajena, doporucuji Mgr. Lence Krizové udélit titul Ph.D. podle paragrafu 47
Zakona o vysokych skolach ¢. 111/98 Sh.

Doc. RNDr. Zuzana Zemanova, CSc.

Centrum nadorové cytogenomiky VFN a 1. LF UK
Ustav lékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky
U nemocnice 499/2, 128 08 Praha 2





