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Oponentsky posudek na doktorskou disertaéni praci RNDr. Markéty Kalinové.

Ndzev prace: Kvantitativni detekce exprese genu WTI: prognosticky vyznam a
sledovani rezidualni nemoci u détskych hematologickych onemocnéni.

Piedkladana diserta¢ni prace RNDr. Markéty Kalinové se zabyva diagnostickym a
prognostickym vyznamem hladiny exprese genu WTI1 a moZnostmi jejtho vyuZiti pri
sledovani minimalni residudlni nemoci (MRN) a predikei relapsu u déti sraznymi typy
hematologickych malignit.

Zvolené téma je v souCasné dob¢ velmi aktualni. I pfesto. Ze v poslednich letech doslo
ke zna¢nému pokroku v lé¢be détskych hematologickych onemocnéni, stile zustiava fada
pacientt, ktefi nereaguji na 1écbu stavajicimi lécebnymi protokoly nebo u nich dochézi
k ¢asnym ¢i pozdnim relapsim onemocnéni. Proto je nutné hledat nové ukazetele, které by
umoznily identifikovat pacienty s vysokym rizikem relapsu a ptispély tak ke stratifikaci jejich
lécby. Podle nekterych autord by takovym ukazatelem u rGznych typa Imdoxm ych
onemocnéni mohla byt aberantni exprese genu WTI, jiné prace naopak jeji prognosticky
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vyznam nepotvrdily. Jiz dfive bylo prokdzéano, ze vyznamnym nezdvislym prognostickym
ukazatelem u détskych leukémii je hladina residudlnich leukemickych bun€k po indukeni
terapii. Sledovani kinetiky MRN v rliznych Casovych intervalech md proto teoreticky i
prakticky vyznam. UmozZiiuje posoudit nejen infiltraci kostni dfené a periferni krve
nddorovymi bufikami, ale i monitorovat Gcinky lécby a urcit remisi ¢i nastupujici relaps
onemocnéni, Predklddana disertatni prace si klade za cil sledovani exprese genu WTI pii
diagnéze a vpribéhu 1é¢by u détskych pacientt s vybranymi hematologickymi
onemocnénimi, srovnani hladin exprese WT1 genu v priubéhu terapie s vysledky sledovani
MRN metodou pritokové cytometrie a sledovani exprese WT1 a jeho vyznam v bunikdch
zdravych osob a v regenerujici se kostni dfeni u pacientt po 1é¢bé TEL/AMLI1+ ALL. Velmi
dulezitou soudasti disertadni prace je zavedeni a standardizace metodiky sledovani exprese
WT1 v rdmci mezinarodn{ studie.

V prvni &éasti prace, ktera predstavuje avod do problematiky, autorka na zakladé
literarnich udajt shrnuje soucasné poznatky o genu WT1 a potencidlnim vyznamu hladiny
jeho exprese jako nadorového markeru. Samostatné kapitoly jsou vénovény jednotlivym
vybranym typtim hematologickych onemocnéni détského veku, tj. akutni lymfoblastické
leukémii (ALL), myelodysplastickému syndromu (MDS), aplastické anémii (SAA), akutni
nweioidn{ leukémii (AML) a anaplastickému velkobunéénému lymfomu (ALCL). Na stran¢
22 jsou jasné formulovény cile disertaéni prace. V dalsi ¢asti jsou podrobné popsany principy
metod a postupl pouzitych ve studii. Metoda kvantitativni PCR. na které je prace zaloZena
predstavuje moderni piistup ke sledovani genetickych aberaci v nadorovych bunkach a je ve
svété Siroce vvuzivana v diagnostice riznych typl nadorovych onemocnéni. Jako biologicky
material pro molekularné-genetickou analyzu byly v praci pouzity vzorky aspirati kostni
dfené, periferni krve a pupecnikové krve.
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V kapitole Vysledky autorka na 22 stranach podrobné informuje o zjisténych hladinach
exprese WT1 genu u kontrolnich vzork a u jednotlivych skupin nemocnych v dob¢ stanoveni
diagnozy a v p;‘fzbc‘:m [é¢by chemoterapif ¢i po transplantaci hematopoetickych kmenovych
bunék. Vysledky jsou dolozeny publikacemi v renomovanych odbornych ¢asopisech, které

jsou k disertaci pfiloZeny. PiestoZe vysledky studie ukazuji, Ze hladina exprese genu WT1 mad
v diagnostice vétsiny sledovanych soubortt nemocnych omezcn}'f nebo diskutabilni vyznam,




podafilo se autorce vyjasnit fadu spornych otdzek spojenych s touto problematikou. Vyjimku
tvoif skupina détskych pacientii s AML (kromé subtypu M3), kde dosazené vysledky svedéi
pro signifikantné hordi prognézu u déti, ktefi pfi diagnoze AML exprimovali gen WTI ve
vysokych hladinach. Proto je velmi dalezita probfhajici prospektivni mezindrodni studie, na
které se autorka vyznamné podili a kterda ma za Ukol ovéfit skute¢ny diagnosticky a
prognosticky vyznam aberantn{ exprese genu WT1 u vét3i skupiny détskych AML. V pfipadé
sledovani MRN u pacientti s ALCL se jedna o prvni vyznamnou studii zaméfenou na detekcei
MRN u pacientt s timto typem onemocnéni.

K disertaéni praci mam jeden dotaz:

Z pohledu cytogenetika by mé zajimalo, zda jste porovndvali hladinu exprese WT1 genu
v dobé stanoveni diagndzy s karyotypem nemocnych zjisténym na zdkladé konvencni a
molekuldrné cytogenetické analyzy nebo jen na zaklad¢ specifickych fiznich gent
detekovanych metodou RT-PCR. Je zndmo, Ze kromé znamych specifickych aberaci muze
v leukemickych burikach vznikat i fada dalsich chromosomovych prestaveb, které rovnéz
ovliviiuji prognézu nemocnych. Planujete piipadné néco podobného do budoucna (tfeba 1
v ramcei vySe jmenované mezindrodni studie u AML)?

Disertaéni prace je po odborné i formalni strance velmi dobfe promySlend a peclive a
prehledné zpracovand. Ma 46 stran textu a je dolozena 147 citacemi pouzité literatury.
RovnéZ je doplnéna ilustrativnimi obrazky, tabulkami a grafy a seznamem pouzitych zkratek.
Nedilnou soucasti disertatni prace jsou odborné publikace, dokumentujici a shrnujici a
dosazené vysledky. Jednd se celkem o 5 praci, které se zabyvaji sledovénim exprese WT1
genu u détskych hematologickych onemocnéni. Tii z téchto praci vysly nebo byly pfijaty
do tisku v odbornych ¢asopisech s IF, jedna byla odeslana do ¢asopisu British Journal of
Hematology a jedna byla publikovéna v recenzovaném odborném Casopise vydavaném v CR.
RNDr. Kalinova j je autorkou dvou téchto praci (1x Transfuze a hematologie dnes, 1x prace
pfijata do Leukemia Research) a spoluautorkou dalSich tif. Kromé toho je disertatni prace
doplnéna prehledem dal3i publikaéni ¢innosti autorky. RNDr. Kalinova je prvni autorkou (3x)
nebo spoluautorkou (15x) celkem osmnacti odbori 1\“ ch ¢lankq, které byly vydany nebo pfijaty
do tisku v prestiznich zahrani¢ich Gasopisech s IF (13x) nebo v recenzovanych Casopisech
vydédvanych v CR (5x). Kromé toho byla R\D1 Kalinova autorkou nebo spoluautorkou
poster( presentovanych na zahrani¢nich védeckych konferencich (13x abstrakt v ¢asopisech s
IF — 3x autorka a 10x spoluautorka) a dale autorkou (10x) nebo spoluautorkou (1x) odbornych
prednadek (9x v CR, 2x v zahranii).

Disertacni prace mé vynikajici Groven. vysledky studie jsou dobfe zdokumentovany.
Zvolené téma je velmi aktudlni s moznosti okamzité aplikace do klinické praxe. Pouzité
metodiky jsou moderni a tematicky prace navazuje na soucasné vysledky zahrani¢nich studii,
RovnéZ vysokd publika¢ni aktivita RNDr. Kalinové prokazuje. ze autorka ma tvarei
schopnosti a spliiuje viechny predpoklady pro samostatnou védeckou praci.

Vzhledem k vy3e uvedenym skutecnostem doporucuji postoupeni prace k obhajobé pfed
komisi a v piipadé, Ze bude uspésné obhdjena, doporucuji RNDr. Markété Kalinové udélit
akademicky titul Ph.D. podle paragrafu 47 Zékona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.
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