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S hazvem:

,Detekce prestaveb gent pro imunoreceptory u akutni lymfoblastické
leukémie a u zdravych krevnich bunék*

Dizertace MUDr. Evy Fronkové se soustfeduje na hodnoceni detekce prestaveb genu
pro imunoreceptory u akutni lymfoblastické leukémie (ALL) déti se zhodnocenim nalezu téze
prestavby u zdravych krevnich bunék.

Dilo neni zcela klasicky ¢lenéno a je rozdéleno do dvou ¢asti. V prvni ¢asti se autorka
zabyva specialni problematikou klonalnich prestaveb Ig/TCR genu u pacientd s ALL, v druhé
Casti se zaméfila na ,vysortovani“ normalnich krevnich bunék periferni krve. Teoreticka ¢ast
rozebira velmi zasvécené zakladni aspekty sou€asného stavu poznani studované
problematiky. Je zpracovana velmi peclivé a se zjevnou znalosti studovaného problému.
Samotny text zaujima 39 stran. Literatura zahrnuje 118 titull s dostateCnym poctem
recentnich praci. Pfiloha obsahuje 5 textl publikovanych praci autorky a kolektivu na dané
téma, seznam vSech vlastnich publikaci autorky a seznam pouzité literatury. Soucasti je i
prehled kombinaci primer a schémata protokoll pouzivané 1éCby.

V prvni ¢asti se tedy, jak jiz bylo feCeno, autorka zaméfila na problematiku prestavby
genu pro Ig/TCR receptory v ramci sledovani rezidualni nemoci u détské ALL a ve druhé na
prestavbu genl pro imunoglobuliny a T-bunécné receptory u zdravych krevnich bunék.
Cilem v prvni ¢asti bylo vySetfeni klonalnich prestaveb Ig/TCR genl u pacientd s ALL
lé¢enych v CR podle protokolu ALL-IC BFM 2002 se zamé&fenim na standardni riziko.
Dalsim cilem bylo navrzeni specifickych primer na zakladé pfechodovych V-(D)-J oblasti
imunoreceptorovych genlt a zavedeni minimalné jednoho klonalné-specifického RQ-PCR
systému pro kazdého z vySetfovanych pacientld. Tretim cilem zde bylo stanoveni MRN
v kostni dfeni nebo periferni krvi v riznych ¢asovych okamzicich |é€by pomoci zminénych
systému a dale stanoveni MRN ve stejnych ¢asovych bodech pomoci RT-RQ-PCR u
TEL/AMLA1 pozitivnich pacientl a kone¢né porovnani stratifikace do rliznych skupin na
zakladé MRN a porovnani molekularné biologickych metod s priitokovou cytometrii v ramci
studie Mini-Mini.

V druhé ¢asti bylo cilem roz¢lenéni NK bunék, B1, B2 lymfocytd, naivnich a
pamétovych B lymfocytl, T lymfocytd, monocytu a granulocyta z periferni krve zdravych
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darcl a stanoveni podilu s pfestavénym TCRD a TCRG pomoci RQ-PCR v danych
populacich.

V ramci vlastni analyzy klonalni Ig/TCR pfestavby v kostni dieni byl vySetfen soubor
88 nové diagnostikovanych nemocnych s imunofenotypem common/preB ALL (42 TEL/AML
1 pozitivnich a 46 TEL/AML 1 negativnich). Vysledkem zde bylo nalezeni vySSiho mnozstvi a
urovné prestaveb u TEL/AML 1 pozitivnich nemocnych a usuzovano, ze pfi€¢inou mize byt
protrahovana aktivita rekombinazového systému zplisobena samotnym fliznim proteinem
TEL/AML 1. Kvantitativni detekce TEL/AMI 1 bylo také vyuZito k doplnéni klinického
vySetfeni minimalni rezidualni nemoci (MRN) v€etné korelace se zminénou pfestavbou
Ig/TCR. Za timto ucelem bylo porovnano 117 vzorkd od 28 TEL/AML 1 pozitivnich ALL a
bylo shledano, Ze kvantitativni detekce TEL/AML 1 u nové diagnostikovanych pacientt
s ALL v inicialni fazi 1é¢by je vhodnym doplfikovym cilem pro detekci MRN u danych
pacientd. V souvislosti s timto bylo také zjiSténo, Ze znaky nizkého rizika a rychla
morfologicka odpovéd na inicialni fazi IéEby nekoreluji s dynamikou MRN. Rozdilné jsou zde
vysledky dle rizikového profilu.

V souvislosti se studovanim pfestavby genu pro imunoglobuloiny a T-bunééné
receptory u fyziologickych krevnich bunék je jisté vyznamné zjiSténi, Ze tzv. liniové
promiskuitni pfestavby nejsou specifickou vlastnosti leukemickych bunék, ale mohou jako
pfirozené markery probéhlé rekombinazoveé aktivity identifikovat i jiné typy bunék. Vysledky
vyplyvajici z této analyzy potvrzuji probéhlou aktivaci rekombinazového systému ve vSech
lymfoidnich liniich na rozdil od bunék myeloidni fady.

K praci mam nasledujici dotazy a pfipominky:

1. Vzhledem k rozdilim ALL u déti a dospélych — jaké existuji rozdily mezi pfestavbou
Ig/TCR leukemickych bunék mezi détmi a dospélymi ?

2. Pfinasi zminéna liniova promiskuita u leukemickych blastd klinické dasledky u nemocnych
S ALL nebo je béznym zjevem u lymfoidni populace?

3. Vyznamnym zjisténim je jisté nalezeni vétSiho mnozstvi pfestaveb a vyssSiho stupné
zralosti u TEL/AML1 pozitivnich sledovanych nemocnych, coZ koresponduje s lepSimi
léCebnymi vysledky u tohoto typu onemocnéni. Jak jsou tyto udaje hodnoceny v literatuie ?
4. Je zmifiovana prognosticka hodnota kvantitativniho stanoveni TEL/AML1; jaka je strategie
indikace tohoto vySetfeni ?

5. Zajimavy je vztah mezi odpovédi na IéEbu spolu s dalSimi znamkami rizikového profilu
pacienta a MRN, kteryzto vztah, jak bylo naznaceno, nemusi byt v korelaci. Je tedy dan
nejspiSe biologickym charakterem onemocnéni, ktery mize mit proménlivy charakter. Mze
analyza prestaveb napomoci odhadnout biologickou agresivitu onemocnéni ?

Dizertacni prace MUDr. Evy Frofikové se zamé&fuje na vyznamny diagnosticky
problém s velkym klinickym disledkem. V uvodu prokazuje autorka dokonalou znalost
studovaného pfedmétu. Pouzité metody jsou na vysoké urovni. Cile jsou pfehledné
formulovany a autorka je pfi zpracovani studie splnila. Zavéry prace jsou jasné a jsou
pfinosem jak z praktického hlediska, tak i z hlediska dalSi védecko-vyzkumné €innosti. To je
koneckoncl dokumentovano i vcelku obsahlou publikaéni aktivitou autorky.

Je tfeba vysoce ocenit exaktni pojeti celé prace, coz na druhé strané neprekvapuje,
vezmeme-li v potaz, Ze autorka je ¢lenkou jednoho z nasich nejlepSich tymu, které se
diagnostickym otazkam hematologickych malignit vénuiji.
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Zaver:

PfedloZena dizertace svédcCi o autorciné velkém zajmu a o zaujeti pro dany problém a
o znalostech, kterymi v daném sméru disponuje. Pfedlozenym dilem prokazuje schopnost
samostatné a tvar¢i védecké prace. Pfinos samotné prace spociva predevsim ve
formulovani diagnostickych tezi a doporuceni.

Dizeratce MUDr. Evy Frorikové splfiuje podminky stanovené v § 47 VS zakona
111/98 Sb., a proto doporucuji védecké radé 2. Lékarské fakulty Univerzity Karlovy
v Praze, aby praci pfijala k obhajobé za ucelem ziskani titulu doktor — Ph.D.

V Brné dne 28. 3. 2006 Prof. MUDr. Miroslav Penka, CSc.
Lékarska fakulta Masarykovy
univerzity
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