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Oponentsky posudek na disertacni praci
MUDr. Lucie Slamové

»Liniova plasticita leukemickych bunék
Novy subtyp BCP ALL s liniovym pfesmykem”

MUDr. Lucie Sldamova se v predloZené disertacni praci pod vedenim Skolitelky MUDr. Ester Mejstfikové, Ph.D.
vénuje studiu presmyku détské B prekurzorové akutni lymfoblastické leukemie do monocytoidni linie na Urovni
molekuldrné-genetické a imunofenotypové. Vysledkem prace je identifikace unikatni skupiny pacientl s B
prekurozorvou akutni lymfoblastickou leukémii s popsanym liniovym presmykem béhem casné faze IéCby.

Prace je ¢lenéna do 10 kapitol a obsahuje dalsi naleZitosti. Kapitola Uvod je velmi piehledné ¢lenéna do
jednotlivych podkapitol, které srozumitelné pojedndvaji o tématech, kterymi se studentka ve své praci zabyva.
Na zakladé predchozich pozorovani laboratofe tykajicich se raritnich zmén ve fenotypu leukemickych bunék u
Spatné odpovidajicich pacientl je v praci vytyceno 8 logicky postavenych otdzek, které predstavuiji cile prace, se
snahou komplexné resit pozorovany liniovy presmyk. DosaZzené vysledky odpovidaji vytyéenym ciliim prace.
Kapitola 5 Diskuze a zavér je psana stru¢né a vystizné diskutuje dosazené vysledky v kontextu s literaturou, coz je
doplnéno i vlastni interpretaci.

Pro reSeni vytyCenych cilli, bylo pouZito nékolik molekularné biologickych technik zahrnujicich 8mi
barevnou pritokovou cytometrii, monitorovani minimalni zbytkové nemoci pomoci leukemie-specifickych
Ig/TCR prestaveb, bisulfitové sekvenovani a analyzu genové exprese. V praci byly provadény in vitro funkéni
experimenty s izolovanymi burikami pacientll a in vivo experimenty s pouZzitim mysiho modelu.

V disertaéni praci chybi informace o mife pfispévku kolegl z laboratore ke specifickym analyzam pouZitych

v disertacni praci. Informaci se dozvidam ze stézejni publikace prace v ¢asopise Leukemia, ve které je prispévek
jednotlivych autord popsan. Vétsinu prace provadéla autorka experimentalné sama. Dalsi spoluautofi z fad
spolupracovniku z laboratore k praci prispivali specifickymi analyzami, coZ velmi pomohlo k ucelenosti celé
prace. Autorka by méla v disertacni préci relevantné popsat zasluhy dalSich clen( laboratore.

StéZejni vystupy disertacni prace byly publikovany v roce 2014 v prestiznim ¢asopise Leukemia (IF 9,4).
Cast vysledkd je soucasti spoleéné prace se zahrani¢nimi kolegy, ktera byla publikovana v prestiznim ¢asopise
Blood (Mirkowska et al. Blood 2013; IF 9,8), ve kterém jsou MUDr. Slamova a Dr. Mejsttikova spoluautorkami.
Studentka doklada dalsi publikaci, jejiz je spoluautorkou. Jedna se o préci publikovanou v ¢eském odborném
periodiku Transfuze a Hematologie dnes, ve které je studentka spoluautorkou.

K praci mam nasledujici pfipominky:

1) V kapitole 3. Material a metody je na strané 38 popisovana metoda pro kvantifikaci exprese genu CEBP/a . Je
popsano, Ze ke kvantifikaci byl navrzen systém vyuzivajici k detekci PCR produktu QuantiTect® SYBR Green RT-
PCR master mix a specifické primery detekujici Usek transkriptu. Nasledné je popsano, Ze metoda vyuziva
hydrolyzacni Tagman sondu. Poté je popsano, Ze byla provedena analyza dle teploty tani amplifikovaného
produktu.

Analyzu teploty tani amplifikovaného produktu nelze aplikovat s pouzitim TagMan sondy, ale s pouzitim
interkalacniho ¢inidla jako je SYBR Green. Ktery systém byl tedy pouzit pro kvantifikaci exprese genu CEBP/a?
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V ptipadé, Ze bylo pouzito interkalaéniho cinidla, proc byla aplikovana tato semikvantitativni metoda
v pfipadé kvantifikace exprese cilového genu, pficemz pro kvantifikaci exprese kontrolniho genu byla pouZita
TagMan sonda?

2) V kapitole Vysledky v grafech na str. 50 (viz. Obrazek 10B) a na strané 54 (viz. Obrazek 14) se zd3, Ze jsou
vyznaceny priméry méfenych hodnot namisto mediand.

3) V praci byla méfena exprese 90-ti genl v 62 separovanych vzorcich od pacientll se swALL a kontrolnich vzork(
BCP-ALL. Zdokumentovéana je mérena exprese u 4 vybranych gent kédujicich vyznamné transkripéni faktory
regulujici vyzravani myeloidni a lymfoidni fady. Pouze slovné je popsano, Ze byla pozorovana zvysena Ci snizena
hladina dalSich 10-ti gend. V kapitole 3. Material a metody jsou vénovany podkapitole Genovd exprese 90-ti genii
3 strany zahrnujici seznam vSech genl s odkazy na pouzité kity. Domnivam se, Ze si tato prdce zasluhuje
dokumentovat ziskané vysledky z tohoto méreni napfiklad formou heatmapy pfehledné zndzorfujici mérenou
genovou expresi v separovanych bunécnych populacich. V priloZzené publikaci (¢asopis Leukemia) sice nachazim
graf analyzy hlavnich komponent exprese 90-ti gen(ll u 62 sortovanych vzorkd, ale v disertac¢ni praci neni odkaz
na priloZzenou publikaci.

4) Postradam hodnoty miry korelace, graf nebo tabulku dokumentujici vztah mezi genovou expresi CEBP/a a
methyla¢nimi zménami u jednotlivych skupin pacient(. Ve vysledcich je pouze slovné popsano, u kterych skupin
pacientll nebyla zjiSténa korelace a v kapitole 5 Diskuze a zavér je zase popsano, u kterych pacientl korelace
zjiSténa byla.

5) V kapitole 5 Diskuze a zavér je popsano zjisténi, Ze dochazi k diskrepancim mezi MRD méfenou pomoci
pritokové cytometrie a pomoci prestaveb Ig/TCR. Tyto diskrepance nejsou ve vysledkové ¢asti dolozeny daty.
V pfiloZené publikaci (¢asopis Leukemia) nachazim schéma znazornujici tato pozorovani, ale v disertaéni praci
neni na pfiloZzenou publikaci odkaz.

Na doktorandku mam nasledujici otazky:

1) V pribéhu vytvareni mysiho modelu swALL doslo k Uspésnému pfihojeni v pfipadé leukemickych bunék
pacientd, ktefi jako jedini ze skupiny swALL nesli hypermetylaéni zmény v CEBPA promotoru. K pfihojeni nedoslo
v pfipadé pouZiti leukemickych bunék pacientl s hypometylovanym promotorem. V diskuzi popisujete, Ze

k pfihojeni pravdépodobné nedochazi diky tumorsupresorové aktivité CEBPA.

Pripustila byste teorii, Ze k ptihojeni v onéch 2 ptipadech s hypermetylovanym promotorem CEBPA doslo z toho
dlivodu, Ze leukemické burnky si ponechaly viastnosti pluripotentni buriky, jelikoZ diky potlaceni exprese CEBP/a
je v bunkach potlacena diferenciace a vyzravani do myeloidni fady? Dalo by se v téchto 2 pfipadech hovofit o
jiné podskupiné swALL?

2) V praci piSete, Ze pacienti se swALL odpovidaji pomaleji na pocatecni fazi Iécby a MRD maji v 33 den lécby
vyssi. Pfesto se nezda byt progndza swALL pacientd horsi ne u “ostatnich” BCP ALL. Myslite, Ze by se u swALL
pacientd, u kterych je liniovy presmyk indukovan v prvni fazi Ié¢by a objevuji se monocytoidni blasty, nasledné
uplatnily 1é¢ebné postupy jako u AML?
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3) V Uvodu disertacni prace zmifiujete klasické a alternativni schéma hematopoézy. Na zakladé vysledkd Vasi
prace, ke kterému schématu byste se pfiklonila Vy?

Zavérem konstatuji, Ze predlozena prace je velmi kvalitni a po ispésném obhajeni doporucuji udélit MUDr.
Lucii Slamové akademicky titul ,Doktor”.

V Praze dne 30.11.2014 Mgr. Katefina Machova Poldkova, Ph.D.
Oddéleni molekularni genetiky

Laboratof molekularni diagnostiky a monitoringu CML a Ph+ leukémii
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