Oponentsky posudek

Disertaéni prace Mgr. Tatiany Burjanivové ,Etiolégia detskych akutnych leukémii“ se
vénuje poznani etiologie akutnich détskych leukémii, které jsou charakteristické svou heterogenni
povahou s rliznym terapeutickym dopadem. Mechanizmus leukemogeneze se na genetické arovni
dnes vyklada pomoci vicezasahového modelu. Je prokazano, Zze nékteré typy leukémii mohou byt
iniciovany jiz v prib&hu intrauterinniho Zivota s kli¢ovou roli tzv. preleukemickych bunék. K jejich
studiu Ize vyuzit archivovany geneticky material, nej¢astéji ve formé Guthrieho karticek (metoda tzv.
leukaemia backtrackingu). Guthrieho karticky jsou odebirany za jinym u¢elem u kazdého novorozence
a uchovavany po dobu az 10 let. Sofistikovanymi metodami z nich Ize izolovat DNA, ktera se pouziva
pro prikaz preleukemickych klond. Tato metoda se s velké vétSiny pfipadd vyuzivé zejména na
studium leukemogeneze kojeneckych leukémii, které maji vyznamné horsi prognézou.

Disertadni prace je rozdélena do dvou hlavnich &asti. V prvni autorka v kratkém uvodu
sumarizuje recentni poznatky o détské myeloidni leukémii, etiologii a prenatalnim plivodu leukémie a
o sekundéarni leukémii. V samostatnych &astech se vénuje backtrackingu sekundarnich leukeémii a
struéné charakterizuje jednotlivé studované znaky (tandemovou duplikaci genu FLT3, translokaci
AML/ETO, fuzni gen CBFbeta/MYH11, translokaci MPL/RARalfa a pfestavby genu MLL).

Ve druhé &asti disertaéni prace popisuje cile, metodiku préce a prezentuje dosazené vysledky
a své zavéry. Soucasti disertatniho spisu je i 198 dobfe vybranych literarnich odkazl a struéné uvadi i
své védecké vysledky formou pfednasek, posterd, publikovanych abstrakt v ¢asopisech slIF a
publikace v &eském a svétovém pisemnictvi. Vysoké uroven dosazenych vysledkl je doloZena
publikaci v BMC Cancer a jeden pfipraveny rukopis k publikaci rovnéz do impaktovaného Casopisu.

Cile prace jsou charakterizovany velmi aktuéing, ve své praci si snazi vyhledat klonalni znak
pro leukemické buiiky u détskych pacientl s ALL a AML starsich 1 rok v gase diagn6zy onemocnéni.
Dale navrhnout pacient-specifické primery pro jednotlivé znaky a optimalizovat PCR systémy
s dostate&nou citlivosti, tak aby bylo mozné zachytit minimum buné&k na Guthrieho kartiCkach. Tretim
cilem autorky byl analyzovat Guthrieho karty od pacientl s AL a pokusit se detekovat na DNA urovni
specifické leukemické zmény. V druhé &asti vytyeenych cill si klade autorka diserta¢ni prace vyhledat
klonalni zmény pro leukemické buiky pacientky s primarni diagnézou AML a naslednou diagndzou
sekundarni ALL leukémie. Rozhodla se analyzovat vzorky v riznych ¢asovych intervalech (bodech)
pfed nastupem diagn6zy sekundarni leukémie a odhalit pfitomnost jednotlivych znaku a objasnit
dynamiku a postoupnost udalosti pfed diagnézou sekundarni leukémie. Autorka vysetfila vzorky KD
odebrané pti diagnéze/relapsu u 13 détskych pacientu s diagndézou AML a u 12 déti s diagnézou ALL.
K detekci prestaveb Ig, TCR gent, FLT3/ITD i fuzniho genu MLL genu byly pouZzity rizné systéemy
PCR, FISH a SNP array. Vysledky disertani prace jsou pfehledné uvedeny ve dvou tabulkach. U 12
ALL pacientll se podafilo metodou heteroduplexni analyzy najit 15 Ig/TCR piestaveb. Pro jednotlive
piestavby byly navrzeny klonalné specifické primery. Pro TEL/AML1 pozitivni pacienty byly navrzeny
primery na detekci fuzniho genu TEL/AML1 na DNA urovni. Pro analyzu z Guthrieho karticek u 26
pacientd s AML se podafilo sehnat az 75% z nich. Uspésnost detekce zlomovych mist na DNA urovni
byla velmi vysoka. CBFbeta/MYH11, PML/RARalfa a MLL pfestavby byly identifikovany vsechny.
U pacientii s AML/ETO fuznim genem se podafilo uspé3né analyzovat jen dvakrat. U tfech pacientd



s ALL byly znaky leukemickych bunék detekovany aj z Guthrieho kartitek. Celkové byl prenatalni
puvod potvrzen u 25% pacientl s ALL. U pacientdi s AML nebyly preleukemické buriky na Guthrieho
kartickach nalezeny. Vysledky dosaZeny u pacientd s ALL byly srovnatelné s publikovanymi
kasuistickym pfipady. U pacientt s AML je detekce prenatalnich leukemickych bun&k pro
nepfitomnost specifického markeru daleko obtizné&jsi. Velky vyznam pfedlozené prace vidim zejména
v dopInéni jiz publikovanych pfipadl, védecky tym vedeny MUDr. Zunou, Ph.D. patfi mezi né&kolik
svetovych center, které se vySe uvedené problematice systematicky vénuji. Kazda nova kasuistika,
ktera bud potvrdi nebo doplini stavajici védomosti ma& svou nenahraditelnou hodnotu a mize pfispét
k dal$imu posunu znalosti o prenatalnim plvodu détské leukémie.

Predlozenou disertani praci povazuji z mnoha hledisek za velmi pfinosnou, jak
z metodického, technologického tak medicinského hlediska. Mnohé dosazené vysledky jsou prioritni a

velmi vyznamné rozsifily stavajici poznani mechanizmi leukemogeneze. Pro disertantku mam
nasledujici otazky:

1. VSeobecné je pfijimana tzv. infekéni teorie vzniku akutni leukémie u déti. Mize nizky vék matky a
délka kojeni ovlivnit riziko akutni leukémie u dé&ti?

2. Jak muzeme vyuzit nedavno publikovanou adrenaini hypotézu Kjelda Schmiegelowa, ktera
doplfuje a rozsifuje pozorovani Alexandra Kinlena a Mel Greavesa?

2. Byla jiz vase hypotéza o moznosti lokalizace genu pro maligni transformaci preleukemického klonu
v oblasti dlouhého raménka 19. chromozomu potvrzena i jinymi autory.

VySe uvedené problematice se autorka vénuje systematicky del$i dobu. Vysledky disertani
prace splnily vytyCené cile a v mnoha smérech doplnily dnesni poznani této problematiky. Pfedlozena
prace je velkym pfinosem pro détskou onkohematologii a s velkou pravd&podobnosti i dal§im
vychodiskem pro pokracovani mezinarodni spoluprace.

Zaveér: PiedloZzena prace spliiuje vSechna kritéria, ktera jsou kladena pro védeckou
disertacéni praci k dosazeni védeckého titulu Ph.D.

V Olomouci 11. ledna 2009 prof. MUDr. Vladimir Mihal, CSc.
Détska klinika LFUP a FN v Olomouci
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