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OPONENTSKYPOSUDEK
na magisterskou diplomovou praci Daniely Santové

Analyza mutaéniho stavu IgVh genu u pacienti s chronickou lymfatickou leukemii

Jednim z predpokladil Gspésné 1écby chronické lymfatické leukémie (CLL) je kromé& v&asné
diagnézy tohoto maligniho onemocnéni analyzy i spravné zjisténi stupné a prognézy vyvoje
onemocnéni. Diplomantka se ve své préci zabyvala jednim z perspektivnich prognostickych kritérif
CLL, tj. stanovenim muta¢niho stavu variabilnfho segmentu tézkého fetézce imunoglobulinovych
geni, oznatovaného jako IgVH. Hlavnim cilem jeji prace bylo na zdkladé molekularni analyzy IgVH
u pacient s diagn6zou CCL definovat vztah mezi mutaéni stavem a klinickym vyvojem pacienta a
ovéfit tak prognosticky potencial této metody. Reena problematika je tak nepochybné velmi aktualni
a jeji Gsp&Sné zpracovani by mohlo mit pfimy dopad na klinickou praxi.

Cela problematika CLL véetné pfi¢in a diagnostiky onemocnéni, prognostickych faktori a
jejich dopadii na 1é¢bu, struktury a funkce rodiny imunoglobulinovych genii a mechanismu jejich
prestavby je detailn€ a az na drobné formalni nedostatky (viz niZe) pe&livé zpracovana na 22 stranich
v deviti tvodnich kapitolach literarniho piehledu. K této &4sti mam jen jednu otazku.

V kap. 5. je uvedeno, Ze nejlast&jsi chromosomalni aberaci pacienti s CLL je trizomie
chromosomu 12, aviak v kap. 6.2.1.1. je jako nejéast&jsi uvedena ztrata &i translokace &asti dlouhého
raménka chromosomu 13. Jak to tedy je?

Po pieCteni deviti uvodnich kapitol jsem se velmi t&3il na hlavni &asti diplomové prace,
zabyvajici se vlastni experimenty diplomantky. A tady pfi§lo velké zklamani, nebot dalsi kapitoly
Jsou zpracovany zplsobem, ktery prakticky znemoziiuje pochopit &tendfi, co a pro¢ bylo délano a
zjisténo a jaké z toho plynou disledky &i jaky je piinos prace. Nejzavaznéjsi nedostatky shrnuji v
nékolika bodech.

(1) V kap. 10. jsou cile prace formulovany v bodech, zfejmé opsanych ze zadavaciho protokolu. S tim
se bohuZel setkavam ve studentskych pracich Gasto. Studenti by se méli pokusit cile prace formulovat
souvislym textem spolu se zdiivodnénim, pro¢ byly tyto cile stanoveny.

(2) Kap. 11. (Materiél a metody) je psana v bodech jako laboratorni pracovni protokol, navic je
smichdna CeStina s angli¢tinou (napf. viz ,pipetovat piimo do QIAshredder spin column s 2ml
collection tube®, Wash I, atd.). Tato kapitola by méla byt psana jako souvisly text vietné sdéleni, k
¢emu byla dana metoda pouzita. Detailni popis protokolu v bodech je pak mozné uvést v priloze.
Zcela postradam sd€leni, odkud byly brany vzorky krve &i komu byla krev odebrana.

(3) Kap. 12. (Vysledky) nelze hodnotit. Tato hlavni ¢ast diplomové prace zaéina nadpisem ,,Pacienti
vysetieni v nasi laboratofi* a tiistrankovou tabulkou, ktera je zfejmé& vy&tem pacientii uvedenych pod
kody a s n&jakymi dal$imi udaji (asi vék, pohlavi, néjaké hodnoty) — tabulka je jen obtizné
srozumitelnd, nebot’ nema zadnou legendu, dokonce ani nadpisy sloupcii. Poté nasleduje ,,Metodika
stanoveni mutacniho statusu (ma byt stavu nebo statutu) variabilniho segmentu té7kého fetézce
imunoglobulini®, tedy ¢ast, ktera rozhodn& méla byt soudasti predchozi kapitoly. Kromé toho jsou v
ni podivné formulace jako napf. ,Po precisténi tohoto specifického fragmentu dochazi k jeho
sekvenaci ...

Dalsi ¢ast vysledki (,Identifikace rodin t&zkych fet&zeli imunoglobulinovych genii podle
vysledkii elektroforézy) je uvedena formou obrazki geli prolozenych body bez jakéhokoliv



souvislého textu. Dalsi ¢ast vysledki (,,Vysledky fragmentacni analyzy™) je tvofena vloZenymi
vystupy z programu ,,GeneScan* a vystupy ze sekvenatoru formou ,.copy & paste®. Vysledkova ¢ast
kon¢i nadpisem ,,Zhodnoceni vysledkii nasi laboratofe®, pod kterym jsou vlozeny Ctyii barevné grafy
bez jediného popisu.

(4) V kap. 13. (Diskuse) jsou na prvnich tfech stranach do zna¢né miry uvedeny informace, které jiz
byly prezentovany v uvodnich kapitolach literarntho pfehledu. Teprve na Ctvrté a paté strané diskuse
jsem se dozvédél, ze byl v této praci vyhodnocen mutacéni status B-CLL u vice nez 200 pacienti, co u
nich vlastné bylo zji§téno a téz asi nejpodstatnéjsi vystup této diplomové prace, Ze mutacni stav gent
pro tézké fetézce imunoglobulini koreluje s pribéhem nemoci a mohl by se tudiz stat univerzalnim
markerem pro klinickou praxi. Pouze tyto posledni dvé strany spliiuji moje predstavy, jak ma vypadat
diskuze diplomové prace.

(5) Zcela chybi zavéreéna kapitola — Souhrn.
K formalnimu zpracovani prace mam dale fadu drobnych pfipominek:
- V praci zcela chybi strankovani; v obsahu mély byt uvedeny odkazy na pfisluSné stranky.
- V celém textu je chybné psano slovo ,,chromozom®; spravné je bud’ chromosom nebo chromozém.
- Zkratky gent se obvykle pisi kurzivou.

- Obr. 1 — popisky obrazku pfevzatého z literatury jsou anglicky; v seznamu literatury chybi citovana
prace Janeway (2001).

- Obr. 2 — opét popisky obrazku pievzatého z literatury jsou anglicky; chybi odkaz na zdroj obrazku.
- Prace Stevenson et Caligaris-Cappio (2008) v kap. 4. chybi v seznamu literatury.

- Kap. 6.1.1. — v textu chybi odkazy na tabulky klinické klasifikace B-CLL podle Raie a Bineta, u
tabulek chybi oznaceni Tabulka 1, respektive Tabulka 2.

- Kap. 6.1.2. — v textu je zde i na dalSich mistech citovana prace Hallek et al. (2008), v seznamu
literatury je vSak uvedena pouze prace Hallek (2008); pokud je v zavorkach uvedeno vice citaci, mély
by byt citovany chronologicky; misto citace Molica et al. (1987) ma byt Molica et Alberti (1987).

- Kap. 6.2.2. — rany/rané se pase s jednim ,,n".
-V kap. 6.2.3.2. je chybné citovan Ferrarini (2006) misto Ferrarini et al. (2006).

- Prace Tinhofer et al. (2006), citovana v kap. 6.2.3.3., chybi v seznamu literatury; téz je chybné
citovan Oscier (2002) misto Oscier et al. (2002).

- V kap. 11.1. je 2x napsan mercaptoethanol chybné s velkym pismenem, téz nejednotné psan
(,,...ethanol* a ,....etanol*).

- V kap. 13. je nékolik citaci kolektivnich praci chybné citovano — viz napf. Crespo (2003), Del
Principe (2006), Ure (2009), Morabito (2009) — vSechny maji byt citovany formou Crespo et al.
(2003).

- Citace Orchard a kol (2004) u obr. 3 v kap. 13 je uvedena jinou formou nez ostatni citace a chybi v
seznamu literatury.

- Kap. 14. Literatura:
- u fady citaci neni dodrZen jednotny styl formatovani;
- citace Adam &Vorli¢ek (2001) nen9 citov8na v textu’
- v citaci Damle et al. je uveden rok 199;
- v citaci Chen & McMillan (2008) ma byt ,,Molecular” misto ,,Molekular®;
- v citaci Cook & Tomlinson (1995) chybi stranky;
- v citaci Cordone et al. (1998) chybi nazev prace;
- citace Mayer (2002) a Mayer et al. (2007) nejsou citovany v textu;
- v citaci Panovska-Stavridis et al. (2007) je pieklep (Leukemia Reseyrch) v nazvu ¢asopisu;
- tfi citace Papajik et al. (2006 &ast I11., 2x 2007) nejsou citovany v textu;



- Priloha 1: v Ceském textu by méla mit Ceské popisky; chybi legenda a sdéleni, odkud obrazek
pievzat, popfipadé citace.

- Piloha 2: opét chybi legenda s vysvétlenim a sdéleni, odkud pievzat obrazek, ¢i kym pofizen.

Zavér
Z poslednich dvou stranek diskuze nepfimo vyplyv4, Ze diplomantka Daniela Santové
analyzovala mutacni stav IgVH u znaéného mnoZstvi pacienti s CLL, prokéazala korelaci mezi
mutaCnim stavem vyvojem onemocnéni a pravdépodobné tedy po experimentélni strance splnila
vytCené cile prace. Avsak vlastni zpracovani diplomové prace ma natolik zdvazné nedostatky, e je
prakticky nemozné posoudit kvalitu provedeni a pfinos prace. Proto ji

nedoporuduji ji k obhajobé.

Autorce doporucuji praci prepracovat tak, aby spliiovala obvyklé formalni pozadavky kladené na
diplomové prace v experimentalnich oborech na PfF JU.
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Frantisek Marec
V Ceskych Budg&jovicich, 23. kvétna 2010



Posudek na diplomovou praci
Analyza muta¢niho stavu IgVh genu u pacientt
s chronickou lymfatickou leukémii

Bc. Daniela Santava

Hematologické malignity pfedstavuji v soucasné dobé vyznamnou skupinu onkologickych
onemocnéni, pro jejichZ diagnostiku, urCovdni prognézy i volbu terapie jsou nezbytné
moderni cytogenetické a molekularné biologické metody.

PiedloZend diplomovia prace Be. D. Santavé se zabyvd analyzou mutaéniho stavu IgVh genu
u souboru pacientii s chronickou lymfatickou leukémii. Jednd se o vysoce aktudlni praci
z oblasti molekularni onkologie, ktera upfesiiuje souc¢asné poznatky o vzniku a vyvoji CLL a
ma vyrazny vztah k prognéze a tim i zpusobu lécby tohoto onemocnéni.

Vlastni praci miazeme rozdélit do ¢tyf celkl. Prvni ¢ast ma za cil predloZit ucelenou teorii
problematiky chronické lymfatické leukémie, je zde podrobné popsan klinicky obraz, vyvoj a
klasifikace této choroby, autorka shrnuje prognostické faktory, jejich vyznam i soucasné
metod 1écby onemocnéni. Tato ¢ast je velice p€kné zpracovina a poskytuje dostatek informaci
pro nasledujici kapitoly.

Ve druhé casti, tykajici se konkrétniho experimentdlntho uspofadani, autorka podrobné
popisuje molekuldrné biologické experimentdlni pristupy, které byly pouzity pii feSeni prace.
Je ziejmé, Ze autorka zvladla a vyuZila celou Skédlu narocnych molekuldarné biologickych
technik v¢etné fragmentarni analyzy ¢i sekvenovani.

Ve tieti, stéZejni Casti jsou uvedeny ziskané vysledky, jejichZ vyznam autorka komentuje
v nésledné diskuzi. Z podrobného prostudovani této kapitoly vyplyva rozsah provedené price,
ktery prekracuje pozadavky kladené na prace tohoto typu. Za stéZejni povazuji predevSim
poznatky o muta¢nim statutu gent pro t€zké fetézce imunoglobulini, které autorka ziskala na
pomérné velikém souboru vySetfovanych pacienti.

Prace je v zavéru doplnéna seznamem pouZité literatury citajici 61 polozek a obrazovou
dokumentaci.

Celkové lze konstatovat, Ze piedloZend diplomova prace Daniely Santavé spliuje formalni
pozadavky kladené na diplomovou praci, a proto ji doporucuji k obhajobé.

Pfes nespornou kvalitu prace mam v3ak nékolik vyhrad k formalnimu zpracovani této prace,
které trochu sniZuji jeji nespornou odbornou kvalitu:



1) I kdyZ je price psdna bez vyraznéjSich pieklepii a pravopisnych chyb, autorka &asto
nedodrZuje jednotnou terminologii odbornych termind (trizomie x trisomie, chromozém x
chromozom).

2) Domnivam se, Ze pii klinickych studiich tohoto typu je vhodné zacit kapitolu Materidl a
metody Souborem vySetfovanych pacientd. Naprosto postraddm informaci odkud (z které
kliniky) pochézeli vySetfovani pacienti, jak dlouho byli sledovéni, téZ bylo by vhodné zde
uvést zdkladni charakteristiku souboru (muZi x Zeny), medidn véku, stadium onemocnénf atd.

3) Zna¢né vyhrady mdm k formalnimu zpracovani kapitoly Vysledky. Autorka zde prezentuje
pouze tabulky a grafy, coZ je zna¢n¢ nepiehledné. Pokud jsou v cilech diplomové prace
uvedeny 4 podcile, méla by autorka dodrZet tuto strukturu i u vysledki a vedle obrazki uvést i
slovn€, co bylo prokdzano. Navic tabulky i obrazky jsou bez nadpisu, nejsou o¢islované a
popis je nedostateCny. V této formé by jisté tak zajimavé vysledky nemohly byt publikovany.
To vSe st€Zuje pochopeni vysledki. Bylo by téZ vhodné uvést zdroj, ze kterého byl prevzat
obrazek Piiloha 1.

4) V kapitole diskuze autorka rozebird vyznam prognostickych markerid, nékteré véci se
opakuji z tivodu, postraddm ale vét3i srovnani idaji prezentovanych v této prici s podobnymi
studiemi provedenymi na souborech pacientii s CLL ve svété. MuzZe autorka srovnat podty
pacientll s mutovanou a nemutovanou formou s jinymi svétovymi studiemi?

Na zavér mdm jednu otdzku do diskuze: Autorka piSe ve své praci o negativnim
prognostickém vyznamu delece 17p. MuZze dojit k inaktivaci genu p53 u pacientti s CLL i
jinymi mechanizmy neZ deleci?

Zaver:

S ohledem na autorkou dosaZené kvalitni experimentélni vysledky, aviak uréité formalni

nedostatky ve zpracovani této diplomové priace navrhuji znamku B.
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V Bmé 20.5. 2010 doc. RNDr. Petr Kuglik, CSc.
UEB, Piirodovédecka fakulta MU v Brné



