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UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
Dékanat, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc

V Olomouci 25. 6. 2020

Zapis o konani obhajoby diserta¢ni prace v oboru Lékarska genetika

Mgr. Lenka Kruzova, ptirodovédna analyti¢ka-diagnosti¢ka laboratofe molekularni
cytogenetiky Hemato-onkologické kliniky LF UP a FNOL, studentka prezen¢ni formy doktorského
studijniho programu Lékarskd genetika na LF UP v Olomouci

Téma disertacni prace: ,,Molekularni cytogenetika chronické lymfocytarni leukémie*

Obhajoba se konala v Olomouci dne 25. ¢ervna 2020 v 11:00 hodin.

Komise:

predseda: prof. MUDr. Martin Prochéazka, Ph.D.. ................ PIEOMEN. ...

mistopfedseda: doc. RNDr. Radek Vrtél, Ph.D...................... PIHtOMEN. ...

Clenové: prof. MUDr. Jif{ Santavy, CSC.. ...cccovvvvrnnen, PIEOMEN. ...
prof. RNDr. Marie Korabe¢na, Ph.D................ PIEOMNG. ..o
doc. MUDT. Alena Santava, CSc.............. PIEOMNA. ...t
doc. Mgr. Radek Vodicka, Ph.D............. PIEOMEN. ...

Skolitel: Mgr. Helena Urbankova, Ph.D............... PEOMNG. ..o

Oponenti: doc. RNDr. Zuzana Zemanova, CSc.......... pritOmMNa. ... ..o

Ustav 1ékatské biochemie a laboratorni diagnostiky 1. LF UK a VFN v Praze

MUDr. David Starostka, Ph.D............ PHEOMEN. ...t
Oddéleni klinické hematologie, Nemocnice s poliklinikou Havitov, p.o.

Predseda komise prednesl stru¢nou charakteristiku uchazeCe, hodnoceni skolitele a vedouciho
Skolicitho pracovisté. Poté uchaze¢ vylozil podstatny obsah své disertace. Oponenti pfednesli své
posudky. Ve védecké rozprave vystoupili: viz ptiloha — zapis o diskusi.

Hlasovani se tcastnilo ...6.... ¢lenti komise. Kladn¢ hlasovalo ...6.... ¢lend, zaporné ...0...... Clent
neplatnych listkl bylo odevzdano ...0.... .

Usneseni:

Pfitomni ¢lenové komise tajnym hlasovanim rozhodli, ze Mgr. Lenka Kriizova obhajila/neebhajila™
diserta¢ni praci a doporucili/nedeperuéii* udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle
§ 47 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sh.

prof. MUDr. Martin Prochazka, Ph.D.

predseda komise
*nehodici se Skrtnéte



Zapis z prub&hu obhajoby dizertacni prace Mgr. Lenky Krlizové ze dne 25.6.2020

Otazky l.oponenta prim. MUDr. D. Starostky, Ph.D.:

1. Jaky rozsah a frekvenci genetického testovani u nemocnych s CLL byste doporucila s ohledem na
vysledky své prace?

Odpoveéd’ doktorandky:

Soucasna doporuceni - cytogenetické vysetfeni a CLL panel pred [écbou

Doporuceni s ohledem na vysledky prace - v dobé diagndzy + pred 1écbou cytogenetické vysetfeni a rozsifeny
panel CIL, v piipad€ neuspésného vysetieni i vysetiteni ALK/NMYC a arrayCGH, pted kazdou dalsi 1écbou
cytogenetické vySetieni + rozsifeny panel CLL,v pfipad¢ refrakterniho/ progresivniho onemocnéni, popf.
relapsu cytogenetické vySetfeni + rozsifeny panel CLL, piip. mFISH a arrayCGH. Kontroly do piil roku —
zopakovat sondy pro detekci ptivodnich aberaci + ATM/TP53

2. V ramci komplexniho karyotypu se u CLL jen velmi vzacné vyskytuji soucasné
aberace chromozomu 11 a 17. ZhorSuje jejich soucasny vyskyt jesté dale prognozu
nemocnych s CLL?

Odpoveéd’ doktorandky:

Vyznamné nezhorsuje. Dil. zda v rdmci jednoho/dvou kloni -z soucasna delece v jednom klonu horsi OS.
Soucasna mutace danych genti? mechanizmus inaktivace p53. Komplexni karyotyp — vétsi vyznam nez TP53
delece/mutace u pacientti 1é¢enych ibrutinibem

3. Unikatnim a velmi zajimavym zjiSténim je diametralni rozdil OS skupin nemocnych
se zmnozenim kratkych ramen chromozomu 2 jiz v dobé diagnézy CLL a se vznikem této
zmény az béhem klondlniho vyvoje nemoci. Jak si vysvétlujete tento fenomén?

U pacientt se ziskem 2P v dobé diagnozy — vétSinou soucasti komplexniho karyotypu — agresivni priab&h
onemocnéni, chemorezistentni. U pacientt se ziskem 2P v prubéhu onemocnéni zalezi na dobé ub&hlé od
stanoveni diagnozy i na ptedchozich liniich 1é¢by.

4. Muze byt neptiznivy prognosticky vyznam genetickych zmén u CLL smazan pouzitim nékteré lécebné
modality?

Zcela ne. Nové 1écebné piistupy — inhibitory bunéénych signalnich drah prodlouzeni kvalitniho Zivota
nemocnych i s komplexnim karyotypem a/nebo deleci/mutaci genu TP53 ibrutinib (nepfedléceni pacienti s
deleci Ilq, ale v CR neni schvaleny v 1. linii). Jedina skute¢n¢ kurabilni metoda 1écby (bohuzel spojena s
vysokou mortalitou; zvazovat u mladsSich pacientd s nepfiznivymi genetickymi aberacemi s relapsem do 2 let od
1é¢by ICHT, relapsem po inhibitorech) - alogenni transplantace kostni dfené/perifernich kmenovych bunék.

Oponent je spokojen se zodpovézenim otazek.
Otézka Zoponenta doc.RNDr. Zuzana Zemanové, Ph.D.:

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

Odpovéd’ doktorandky:

V souboru pacientti s KZ bylo: 7 pacientti s chromothripsis, 4 pacienti s chromothripsis-like nalezem
(nejcasteji chr. 1, 3; 2, 6, 12; 4, 11). Déle 9 pacientil s alJPD (nejcastéji chr. 1, X, 2, 10, 11, 18; 4, 5,9, 12, 17).
V souboru pacient s deleci 6q byl 1 pacient s chromothripsis chromozomu 6, aUPD nelze urcit, pouze malo
pacientii vySetfeno pomoci SNP array. Soubor pacientii s duplikaci 2p: 5 pacientli s chromothripsis, 5 pacienti s
chromothripsis-like nalezem (nejcastéji chr. 2, 8, 9; 1, 11, 3, 8, 10, 16, 17). 16 pacient s aUPD (nejCastéji chr.
2,8,12,13,1,10,17;5, 7,9, 16, 20).



Otazka prof. MUDr. M, Prochazky, Ph.D.:

Co to je chromotripse?
Odpovéd’ doktorandky:

Nahla katastroficka udalost, pfi které dochdzi soucasné ke vzniku mnoha zlomt v ramci jednoho
chromozomu, nasledné v rdmci oprav poskozeni dojde k riznym delecim, zmnozeni jednotlivych oblasti,
které se poté znovu pospojuji, ne vzdy ve spravném potadi. Pokud se jedna aspoil 0 10 zlomovych mist,
hovofime o chromotripsi. V ramci diskuze s dalSimi ¢leny komise bylo feceno, Ze v prenatalnéi diagnostice
je tento jev vzacny, u onkologickych onemocnéni se vyskytuje relativné Castéji.

Pfipominky 2.oponenta doc.RNDr. Zuzana Zemanové, Ph.D.:

Domnivam se, Ze kapitola Metody by si zaslouzila podrobnéji rozepsat. Nekteré informace k
pouzitym metoddm neni mozné dohledat ani v pfiloZzenych publikacich nebo jen velmi
obtizné. Naptiklad v kapitole ,,Kultivace biologického materialu 'd’ autorka uvadi, ze u
pacientl byla vySetfena periferni krev (PK), kostni dfet (KD) nebo lymfatické uzliny (LU),

ale nezminuje podrobnéjsi informace o tom, u kolika pacientl byl konkrétni typ biologického
materialu vySetien.

Odpovéd’doktorandky: Soubor pacientd s KZ: 70x PK, 6x KD, 3x LU; Soubor pacientt s deleci 6q: 70x
PK, 21x KD; Soubor pacientii s duplikaci 2p: 47x PK, 3x KD, 2x LU

Rovnéz uvadi, ze buitky PK byly kultivovéany v pfislusnych médiich bez stimulace
nebo za ptitomnosti DSP30 nebo ECAMPOIO a interleukinu 2, opét bez dalSich
podrobnosti o poctu provedenych kultivaci.

Odpoveéd doktorandky: do roku 2006 kultivace PK s TPA (12-0-tetradecanoyl-phorbol-13-acetate), nasledné
kultivace se stimulaci pomoci CpG-oligonukleotidi s interleukinem 2, od roku 2013 kultivace s

ECAMPOIO a interleukinem 2 (ChromoLympho B Mix od roku 2015)

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.
Odpovéd’doktorandky: Odbérové médium pro LU — RPMI 1640, KD do zkumavky s heparinem; LU ani KD
nejsou pii kultivaci stimulovany.

\Y metodice FISH neni uvedeno, jaka konkrétni sonda byla pouzita k detekci zisku na 2P
(ve vysledcich se pouze fika, Ze vSichni pacienti byli vySetfeni metodou FISH a u pozitivnich
nalezli bylo nasledné doplnéno vysetfeni aCGH).

Odpovéd’doktorandky: Sondy pro ALK, NMYC, popt. ZAP-70

Dale je v této kapitole pro pouzité sondy uvedena cut off 5%, neni vSak jasné, na zaklade
¢eho byla tato hodnota stanovena. Jedna se o napf. o mezinarodni doporuceni, nebo byla
hodnota stanovena na zdkladé vySetteni kontrolniho souboru (pokud ano, jak velkého)?

Odpovéd’doktorandky: hodnoceno v nasi laboratofi — preparat hodnotilo nezavisle na sob€ 5 pracovnikti
(300 bunek od kazdé hybridizacni reakce), pocet bunek s poctem signald mimo normalni hodnoty se vyjadfil
procentualné a vypocitala se primérna hodnota (20 pacient + 20 kontrol pro kazdou sondu)

V popisku k obrazku €. 7 na stran¢ 46 je uvedeno, ze do analyzy byli zatazeni pacienti vySetfeni metodou FISH
ke stanoveni delece 17p a NGS ke stanoveni mutace TP53 a dale pacienti vySetfeni metodou FISH ke stanoveni
delece Ilq. Pfitom v metodach je uvedeno, ze pfislusnym FISH panelem byli vySetieni vSichni pacienti. Neni to
v rozporu? Kolik pacientti tedy bylo do jednotlivych analyz zahrnuto?

Odpoved doktorandky: VSichni pacienti s CK vySetieni metodami FISH k detekci deleci ATM a TP53. Z
analyzy byli vyfazeni pacienti, u kterych nebyla provedena FISH na ATM u kontrolniho souboru (522 pacientti
- vs. 79 pacientt s CK), u kterych nebylo provedeno NGS na mutace TP53 a 202 pacienti v kontrolnim
souboru vs. 71 pacientd s CK.

V nadpisu kapitoly 4.3. je chybné¢ uvedeno ,,Zmnozeni dlouhych ramen chromosomu 2" — ve skutecnosti se
jednalo o kratka ramena.

Odpovéd’doktorandky: Ano, bohuzel, jedna se o chybu, jde skute¢né€ o kratka ramena chromozomu
2.

Jednim ze zavéru studie je, ze pacienti se ziskem v oblasti 2P maji kratsi celkové preziti a
tudiz horsi prognézu. V této studii vSak byl zisk 2P detekovan jako samostatnd zména pouze
u jednoho pacienta, prevazna vétSina nemocnych méla komplexni karyotyp (81%), ptipadné
jiné high risk aberace. Proto je velmi pravdépodobné, ze Spatna progndza u téchto nemocnych
souvisi spiSe t€émito ndlezy nez piimo se ziskem v oblasti 2p.



Odpoved’ doktorandky: S timto zavérem samoziejme souhlasime, 33 % pacientll v naSem souboru s CK ma
duplikaci 2p, bylo by zajimavé porovnat pieziti pacientli s CK bez zmnozeni 2P vs. s CK se zmnozZenim, piip.
bez CK se ziskem 2p. Vzhledem k malému poctu pacientii by toto vSak nebylo vypovidajici.

V diskuzi na str. 85, autorka uvadi, ze v predkladané studii bylo zmnozeni materialu na 2P u
vetsSiny nemocnych detekovano jiz v dob¢ stanoveni diagndzy, coz je iidajné v rozporu s
nalezy publikovanymi v odborné literatufe, které uvadi, ze se jedna spiSe sekundarni udalost
spojenou s klonalnim vyvojem a progresi onemocnéni. Zaroven vsak autorka uvadi, ze ve
vétsing piipadd bylo zmnozeni 2P soucésti komplexnich karyotypi, Proto se domnivam, ze
tyto skutec¢nosti v rozporu nejsou a opravdu se pravdépodobné jedna o sekundarni zménu.

Odpovéd’doktorandky: Zmnozeni 2P bylo prokazano jiz v dobé diagnozy u 43 pacientti (83 %) jako soucast
CK, dalsi 4 pacienti CK vyvinuli v pribéhu onemocnéni, na nasem malém vzorku pacientt se tedy zda, ze zisk
2P spiSe neni sekundarni zménou. Nicméné¢ je pravdépodobné, Ze se patologické klony vyvijely jiz pred
stanovenim diagnozy a prvnim cytogenetickym vysetfenim, z toho pohledu by se tedy naopak jednalo o
sekundarni zmény a v rozporu s literaturou nejsme.

Oponent je spokojen se zodpovézenim otazek a pripominek.

Otazka prof. MUDr. J. Santavého, CSc.:

Co pfesné je ,,vyznamny rozdil” v pfezivani pacientll s CLL s nepfiznivymi genetickymi zménami? Da se néjak
definovat?

Odpoved doktorandky: Statisticky vyznamny rozdil v pfezivani byl urcen jako statisticky vyznamna p

hodnota < 0,05 a je piesné uveden v jednotlivych grafech v dizerta¢ni praci. Posléze dopInéno skolitelkou, ze
se jednalo napf. konkrétné o rozdil 60 mésicti mezi skupinami pacientl s CK a bez CK (77 mésict versus 137
mésict), tj. 5 roku.

Otazka doce RNDr. Marie Korabeéné Ph.D.

Jaky gen se oouzival iako kontrolni pfi stanoveni exprese genu FOX03 u pacientu s deleci 6q?

Odpoveéd’doktorandky: Jednalo se o relativni kvantifikaci exprese provedenou na jiném pracovisti, ne pfimo
doktorandkou, proto pfesné nevi. Lze dohledat, ale toto jiz pani docentkou nepozadovano.

V Olomouci dne 25.6.2020,
zapsala
Mgr. Helena Urbankova



