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Disertace MUDr. Jana Cerného ,,Clinical implications of minimal residual disease
evaluation by polymerase chain reaction in patients with B- cell lymphoproliferative
disorders” — oponentsky posudek

Oponentovi byla pfedloZena anglicky psana disertace o rozsahu 85 stran s celkem 8 piilohami, a také
31strankovy autoreferat, rovnéz v anglicting.

Ustfednim namétem, jak vystizeno v nazvu disertace, je molekularni vyietfovani minimalniho
residudlniho onemocnéni (MRO) u vybranych lymfoproliferativnich onemocnéni (LPO), pfedevsim u
folikularniho lymfomu (FL), chronické lymfatické leukemie (CLL) a lymfomu s plastovych bunék {MCL).

Po dvodu (kapitole 1, obsahujici m.j. struéné uvedené cile prace), nasleduje velmi rozsahla kapitola 2
s prehledem literatury, mapujici molekularni zmény v patogenezi réiznych LPO a prognosticky vwznam
vysetfeni MRO, resp. dosaZeni molekularni remise u téchto onemocnéni. Velice pékné jsou také
popsdny pfestavby DNA spojené s diferenciaci B bunék. (Snad tam pouze chybi zminka o
fyziologickém vyznamu téchto zmén pro imunitni aparét a o extrémni diverzité protilatek,
kodovanych Ig geny). P&kné napsany je i pfehled rGiznych PCR metodik. Autor v kapitole 2 dokazuje
rozsahlé teoretické znalosti a osvéd¢uje schopnost pracovat s relevantni odbornou literaturou. Vie je
navic psano srozumitelnym a velmi ¢tivym zplisobem. Disertace uvadi 220 abecedng fazenych citaci.
Rozsah této kapitoly je viak ponékud disproporcialni k celku: zaujima celkem 52 stran (zatimco vycet
vlastnich vysledk( pouze stran 6 — nutno viak dodat, e ve vysledkové ¢4sti autor odkazuje na
zminéne pfilohy). Je také podén piehled rdznych molekuldrnich i jinych metod stanoveni MRO.
Kapitola 3 uvadi pfehled vlastnich vysledkdl, kapitola 4 jsou hlavni zévéry prace v rozsahu % stranky.
Autor neuvadi samostatnou kapitolu s pfehledem studovanych pacient(i (ndstin toho je viak uveden
v subkapitole 3.1) a uZitych materidlll a metod, ani zvldstni kapitolu s diskusi.

Vlastni vysledky (kapitola 3) jsou uvedeny pouze v relativné struéném prehledu, s odkazy na prilohy.
Isou vsak prezentovany jasné a srozumitelng, koresponduji sformulovanymi cili disertace.
V Laboratofi molekularni biologie I. interni kliniky (novéji Kliniky hematologie) VFN bylo vysetfeno
celkem 945 vzorkd (uzlin, kostni dfené, anebo periferni krve) od 432 pacientl s pozdéji prokazanym
nebo neprokazanym LPO, znichi 350 bylo ,novych” (co tim mél autor na mysli, netudim;
v autoreferatu uziva terminu ,new referral.” Neni mné jasng, kolik z nich bylo pfedtim ji? lé¢eno).
Genomova DNA téchto pacientil byla vySetfena pomoci PCR na 1) pfitomnost prestavby CDRIII ablasti
genu tézkého fetézce imunoglobulinu (lgy); 2) t(14;18); 3) t(11;14), b&inych u lymfomd. Pouze
pomérné malou skupinu pacientd s prilkazem alespofi jedné ze zjistovanych aberaci bylo mozné
sledovat longitudinalné na pfitomnost MRO. Tykalo se to 57 nemocnych {27 s FL, 18 sCLL a 12
§MCL), ktefi byli |é¢eni imunochemoterapii srituximabem, néktefi na zakladé rozhodnuti
oSetfujiciho lékafe pak podstoupili autologni transplantaci krvetvornych kmenovych bunék (AHSCT).
Zvysledkdl vyplyva, Ze dosaZeni molekuldrni remise je pfiznivou charakteristikou pro dalsi prognézu
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nemocnych z hlediska celkového preZiti, pfeziti bez nemoci a rizika relapsu. Nemocni nasledné lé&eni
AHCST méli rovnéz v tomto smyslu lepsi progndzu, ne? pacienti bez nasledné AHSCT. Pfitomnost PCR
detekovatelného MRO v autolognim $tépu znamenala zvySené riziko relapsu. Specidlni studie se
tykala pacient( s vice nez 1 prokdzanou alelickou pfestavbou lg. Ti dle autora maji stejnou prognozu;
jen velmi vzacné jde o hiklonaini LPO.

Vysledky autora a jeho spolupracovnikl byly pfedmétem fady publikaci v zahrani¢nich i €eskych
Casopisech. Autor disertace je 1. autorem 1 full-textového sdéleni v impactovaném ¢asopise (J Cell
Physiol), a 3 dopisti vimpactovaném casopise (vie Haematologica; ve 2 pfipadech 3lo o on-line
publikace). Ddle napsal pfehledny &lanek do ceského Easopisu (Klin. onkol., znaéné podivné
citovaném v anglickém textu) a je spoluautorem dalsich 2 ¢élankl (1 sIF: Folia Biol. Praha). Navic
jeden dal3i manuskript je pfipraven k nabidnuti do tisku. Vyéet je jist& dostateény pro splnéni
predepsané publikacni aktivity kandidata.

Autor definoval 3 cile prace. Prvni znich, a sice zvysit povédomost o moZnosti a dileZitosti
vySetfovani LPO mezi 'k[inick\imi lékari, neni pfilis ,védeckym” cilem, nicméné oponentovi je
sympaticky a jisté jeho naplnéni ma zdsadni dlleZitost pro klinickou praxi a strategii lé¢by LPO. Dalsi
2 cile — a sice zjiténi prognostického vyznamu negativity MRO a posouzeni efektivity nékterych typi
lécby vzhledem k moZznosti navozeni molekularni remise u lymfom byly rovnéz autorem napinény.

Oponentovy pfipominky:

1) Soubor sledovany longitudinalné na vyskyt MPO je nehomogenni — tyka se pacienttl s 3
rliznymi onemocnénimi (FL, CLL a MCL). Kazdé z nich m4 jiné prognostické faktory a ty nejsou
viibec u pacient uvedeny. Lze namitat, Ze napf. u CLL s dobrou progndzou viibec neni nutné
dle sou¢asnych doporuceni podavat terapii cilenou k eradikaci MRO (autor nijak nedoklada,
Ze Slo o rizikové pacienty, u kterych by byl tento cil legitimni). Nicméné nehomogenita
souboru miZe mit i své pozitivni stranky — napf. interpretaci, Ze dosaZeni molekuldrni remise
je obecné dileZitym momentem, nehledé na typ LPO. Podobné véci viak mély byt
prinejmensim diskutovany, ale oponent relevantni diskusi nenadel.

2) Vidy je dobré zachovat formdlni strukturu védecké préce: Uvod a pfehled jiz znamého, pak
teprve formulace cile prace, déle skuteéné pouZité materialy a metody, vysledky, diskuse,
zavér, literatura. Disertace se tomuto schématu misty vymyka. Také bych preferoval jistou
proporcidlni vyvazenost objem( téchte kapitol.

3} Neékterd vyobrazeni v kapitole 2 byla pievzata z cizich publikaci, u nékterych je citace u
obrazku, a nékterych chybi a je uvedena pouze v textu. Aby neslo o porudeni copyrightu, je
spravné obrazky prekreslit s uvedenim inspirace. Disertace je vefejnou publikaci.

4) Néktera tvrzeni v pfehledu (kapitola 2) jsou pfinejmensim ponékud diskutabilni. Opakované u
CLL je uvddén median preZiti 6 let (dle vlastnich zkusenosti i jen vysokorizikovi pacienti maj
median pfeZiti kolem 8 let, nemluvé o nizkorizikovych). Nékterd tvrzeni o 1é¢bé (napf. CVP
jako doporucend kombinovana chemoterapie) jsou jiZ mirné obsoletni. Autor u téchto tvrzeni
viak neudava zadnou citaci.

5) Prdce je dosti jednostrunné zamérend pouze na PCR metodiku stanoveni molekuldrni remise.
Postradam jakékoli dalsi klinicko-patologicko-laboratorni korelace (to souvisi jiZ s bodem 1).




6)

Autorem pouzivané PCR metodiky (s ,konsensus primery”) maji obecné pomérné nizkou
citlivost. Nabizi se srovnani napf. se stanovenim MRO pomaoci pritokové cytometrie, kterd
mlZe mit srovnatelnou citlivost, aneho pfi nékterém uspofadani (viz Rawstron et al.) i vySsi
citlivost. Vys3i citlivost by mély i alela-specifické kvantitativni PCR metodiky, jesté vySsi pfi
uziti RNA namisto DNA. Autor je zavrhuje jako pfilis pracné a drahé. S tim viak nelze zcela
souhlasit pfedevsim u CLL, u které je v soucasnosti stejné nutno IgVy gen sekvenovat, a to za
Géelem stanoveni jeho mutacniho stavu (co by dileZitého prognostického faktoru). Nechci a
nemohu tvrdit, Ze vy3si citlivost stanoveni MRO ma automaticky klinickou relevanci = to
dosud neni (alesport u CLL) zndmo. Nicméné bych opét ocdekdval néjakou diskusi na toto
iéma. Koneckoncd i ukazatel sdaleko niZdi citlivosti, jako napf. samotné dosaZeni /
nedosaZeni pouhé kompletni klinické remise, ma také jisté dosti zasadni prognosticky
vyznam.

Formalni pfipominky: autorova anglitina je obecné vybornd, povsechné mi chybi uZivani
interpunkce (napf. ve vétach, zacinajicich pfisloveénym urfenim, téméF pravidelné chyhi
Carky, a véty jsou proto pfi teni nékdy mené prehledné). Nasel jsem nékolik gramatickych
pochybeni (,in another words,” s. 31; ,the majority” spojeno s plurdlem slovesa —
opakovang; s. 60: one time namisto once), a nékolik (ne vS8ak mnoho) preklepd, na str. 6
vypadlé slovo). | v citacich jsou misty chyby ve jménech (cit. 49 uvedeno Damle JN namisto
Damle RN; cit. 153: Kaniarjian misto Kantarjian). Nékteré in-text citace chybi v seznamu
literatury {napf. ze sir. 7 Fakan et al, Fend et al, atd.). Nékteré pouiZité terminy jsou
pfinejmensim sporné {,leukemiagenesis” misto obvyklejsiho leukemogenesis — s. 7; s. 26:
»addition 12g” namisto trisomy 12). Zapis ,,B- cell nonhodgkins lymphomas” (str. 7) se mné
nelibi {standardné ,noen-Hodgkin['s] lymphomas”). Navic u pomléek musi byt z obou stran
stejny prostor {napf. opakovany zépis ,B- cell” — i vndzvu disertace, i v ndzvu kapitoly 2.1;
LEpstein- Barr” apod.).

Oponentova otdzka ke kandidatovi:

V ¢em spocivd ,novost” Vasich poznatké uvadénych v disertaci? (Diskuse na toto téma
oponentovi chybi.)

Shrnuti: Byla pfedloZena disertace, zabyvajici se stéZejnim tématem moderni onkologie — vyznamem
MRO u LPO. Postulace cilti i zplsob jejich feseni byly ve své podstaté zcela adekvatni a praci povaiuji
za velice pfinosnou. Myslim, 7e studie Dr. Cerného kvalitativngé posunuly praci celé Ceské
kooperativni lymfomové skupiny vyznamnou mérou vpied. Kandiddt ma nékolik péknych publikaci
v impactovanych Casopisech. Osvédcil svou schopnost samostatné védecke prace. Proto (navzdory
uvedenym pFipominkam) se domnivam, Ze uchaze¢ splnil vSechny naleZitosti k ziskani titulu Ph.D. a
budu doporucovat jeho udéleni. ~
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