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OPONENTSKY POSUDEK
disertani prace Mgr. Lenky Hovorkové

»Patogeneze détskych leukémii“

Disertacni prace Mgr. Lenky Hovorkové byla vypracovana ve studijnim programu Molekularni a
bunécna biologie, genetika a virologie na 2. |ékarské fakulté University Karlovy v Praze pod vedenim
prof. MUDr. Jana Zunu, PhD.

Popis prace

Prace svym rozsahem predstavuje celkem 75 stran, z toho 10 stran tvofi seznam pouzité literatury.
Prace je rozdélena na 10 kapitol, z ¢ehoz 10. kapitola jsou pfilohy. Pfilozeny jsou 4 pfilohy —
publikované autorské a spoluautorské prace.

Rozsah prace (po odeéteni Uvodnich stranek, pod&kovani, obsahu, seznamu zkratek) &ini 54 stran.
Jedna strana uvodu s grafem uvadi genetické subtypy détskych leukémii z pohledu jejich prognézy.
Data predstavuji realny pohled na Ceskou populaci détskych leukémii v letech 2002-2010. Nasleduje
literarni pfehled 10 stran tykajicich se prognosticky nepfiznivé podskupiny détskych akutnich
lymfoblastickych leukémii (ALL), ALL s fuznim genem BCR-ABL1. V jednotlivych podkapitolach se
autorka vénuje fuznimu genu BCR/ABL1 z pohledu molekularni genetiky, zlomovych mist a fuznim
sekvencim zlomovych mist obou oblasti (minor i major). Zafazena je zde kratka kapitola o chronické
myeloidni leukémii. Celkem 3 strany jsou vénovany literarnimu pohledu na vysoce hyperdiploidni ALL.
Posledni dvé strany jsou vénovany minimalni rezidualni nemoci.

Cilem predlozené disertalni prace bylo zavedeni spolehlivé metody pro charakterizaci pfechodové

sekvence BCR-ABL1 na genomické urovni, dale provést analyzu sekvenci, kvantifikovat hladinu
minimalni rezidualni nemoci s vyuzitim pfechodové sekvence fuzniho genu na DNA urovni a porovnat
s jinymi metodami. Poslednim cilem bylo popsat klinické a biologické vlastnosti pacientd s vysoce
hyperdiploidni leukémii s DNA indexem vySSim jak 1,16.

Kapitola Metody a material popisuje jak pacientskou kohortu, tak metody izolace nukleovych kyselin a

reversni transkripci a pokracuji kratké kapitoly o genomové amplifikaci i skriningu deleci genu IKZF1. V
kapitole stanoveni genomického pfechodu genu BCR/ABL1 autorka uvadi jak sekvenci primerd pro LD
PCR, tak komer¢né dostupny systém NGS, v€etné vyhodnocovani a skriningu mutaci u
hyperdiploidnich leukémii. Popis metod je Usporny. Z néj pfimo nevyplyva, které metody studentka
provadéla, a které vysledky pfevzala nebo jen hodnotila, napf. sortovani bunék, SNP array nebo

expresni profilovani.
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Kapitola vysledky je sepsana na 23 stranach. Jedna se o vysledky stanoveni ziskané u BCR-ABL1+

ALL zaméfené na pfechodové sekvence a vyuZiti pro stanoveni MRN. Velmi cenna je také analyza a
jeji vysledky, které se tykaly BCR-ABL1 genu ve vybranych bunéénych subpopulacich. Vysledky jsou
doplnény analyzou celkového pfezivani a odpovidaji heterogenité IéCby analyzované kohorty
nemocnych.

Vysledkova ¢ast dale obsahuje data z analyz hyperdiploidni ALL a korelace s DNAI, vysledky mutaci v
genech RAS a CREBBP, expresni profilovani metodou ,microarray”“. Cilem expresni analyzy bylo
Zjisténi, zda genova davky ovliviiuje genovou expresi. Kapitola je psana velmi srozumitelné, ziskané
vysledky jsou velmi vyznamné. Kapitola je doplnéna grafy, tabulkami a kfivkami celkového preziti.

Posledni _kapitolou je Diskuse, sepsana na 8 stranach a shrnuje ziskané vysledky a porovnava se

soucasnymi publikovanych daty. V diskusi je pouzivan novy pojem ,CML-like“ leukémie, definujici
skupinu BCR-ABL1 pozitivnich déti s pfedpokladanym vznikem fize ve velmi ¢asném progenitoru,
podobné jako u CML. Diskutuje se také nalez vysoce hyperdiploidnich ALL a metody stanoveni
hyperdiploidii. Ani z této diskuse zcela jasné nevyplyva, které analyzy provadéla studentka sama a na
kterych se praci v laboratofi nepodilela. Celkové je diskuse velmi dobfe a promyslené vedena a
odpovida znalostem v diskutované oblasti problematiky détskych ALL.

V _zavérecné kapitole studentka jasné shrnuje vyznamné vysledek analyzy pfechodovych sekvenci se

zavérem, ze pfechodové sekvence vétSiny pacientl ukazuji na spojeni obou fuznich partnerd NHEJ
mechanismem. Zavér k dalSimu cili, ktery se tykal HHD ALL, je také jasné formulovan. Prace konc¢i
prfehledem publikaci a pfednasek.

Komentar

Jak jsem jiz uvedla, neni jasné, které analyzy provadéla studentka sama a které jen hodnotila nebo
ziskala, jako je napf. stanoveni DNA indexu, analyzu SNPs array a expresni profilovani.

Na autorku mam nasledujici otazky:

1. Mohla by jste vysvétlit sou€asny pohled na vznik a vyvoj détskych ALL?

2. Mohla by jste vysvétlit pojem a typy uniparentalni disomie/cnLOH, metody jejich ureni a
vyznam u détskych ALL?

3. Strana 40 - amplifikace dlouhého raménka chromosomu 1q - co si pod timto pojmem mame
pFedstavit? Pojem amplifikace ma v molekularni cytogenetice pfesnou definici. Jaké je kritérium pro
amplifikaci pro ur¢eni pomoci SNPs array?

4. Bylo prozkoumano, ze ,high hyperdiploidie® maji i strukturalni aberace, tedy translokace
inverze, inserce atd. Hodnotila tyto zmény i Vase analyza? Jaky je podil strukturnich zmén u HHD na

celkové prognose nemocnych?

ZAVER HODNOCENI

CILE DISERTACNI PRACE BYLY SPLNENY.
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Mgr. Lenka Hovorkova pfedlozila k obhajobé disertaéni praci vyborné urovné. Je odrazem jak
teoretické znalosti problematiky, tak praktického pfistupu ke studiu genetickych zmén u vybranych
skupin leukémii. Sou€asné je dikazem predpokladu studentky k samostatné védecké praci. Je také
nutné zdudraznit, Ze nemaly podil na této vyborné urovni prace ma vysoka védecka urover vedouciho
disertaéni prace a vysoka uroven spolupracujiciho védeckého kolektivu laboratofe CLIP, ve kterém
studentka pracovala.

DisertaCni prace je napsana stru¢né, prehledné, s dirazem na vyznamné vysledky, bez gramatickych
chyb a preklepll, coz uz samo o sobé svédci o peclivosti, s niz byl rukopis pfipraven. Prace pfinesla
nékolik prioritnich vysledku a o jejim vyznamu a kvalité svédci publikace v ¢asopisech s vysokym IF.

Na zakladé téchto skutenosti doporucuji predlozenou praci k obhajobé a na zakladé uUspésSné

obhajoby doporuduiji udéleni akademického titulu Ph.D. podle §47 Zakona o vysokych Skolach ¢.111/98
Sb.

V Brné, 26. 5. 2020 Prof. RNDr. Mgr. Marie Jaro$ova, CSc.
Centrum molekularni biologie a genové terapie IHOK
FN a LF MU Brno
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