Oponentsky posudek

dizertaéni prace MUDr Lucie Sramkové

"VyuZiti minimalni rezidualni nemoci v prubéhu 1é¢by relapsu a po alogenni transplantaci
kostni diené u détskych pacient s akutni lymfoblastickou leukémii‘.

Predlozena dizertac¢ni prace je uvedena na 60 stranach textu, je ¢lenéna do 4 oddili. Obsahuje 5
tabulek a 8 obrazkd. Ma 8 pfiloh, z nichz piilohy ¢. 5-8 tvofi reprinty viastnich publikovanych praci
autorky Uzce souvisejicich s problematikou dizertace (tii ptvodni prace v impaktovanych ¢asopisech,
jedna v ¢eském pisemnictvi). Za pfilohami nasleduje seznam publikaci a prfednasek autorky: 1x
kapitola v monografii, 5 publikaci v zahrani¢nich c¢asopisech, 6 vtuzemskych, 12 absirakt
v impaktovanych ¢asopisech. V zavéru je uvedena pouzitd literatura: 39 publikaci naSich |

zahraniénich autord, vSechny prace se zabyvaji problematikou akutni leukémie u déti.

V Gvodni &asti jsou struéné shrnuty soucasné poznatky o akutni lymfoblastické leukémii u déti.
Kapitola pojednava o klinickych a genetickych prognostickych faktorech, prognostickém vyznamu
jednotlivych translokaci a vyznamu stanoveni MRN. Autorka uvadi zakladni aspekty diagnostiky a
16Cby détské ALL vCetné IéCby relapsu onemocnéni a problematiky transplantace hematopoetickych
bunék (SCT).

Ve druhé &asti autorka popisuje pouZzité metody: metodiku vySetieni prestaveb téZzkych fetézcl
imunoglobulind. Autorka specifikuje detekci a vybér Ig/TCR cilt pouzitych u vy3etiovanych pacientil.
Je popsano urcéeni klonality analyzou heteroduplext, v zavéru jsou navrzeny klonainé specifické
markery a optimalizace RQ-PCR. Pro detekci MRN bylo u kazdého pacienta provedeno 18
jednotlivych PCR reakci u ALL z B fady a 12 reakci u ALL z T fady. Pokud nebyly nalezeny vhodné
cile pomoci zakladniho panelu, byla provedena detekce nekompletnich prestaveb IgH a TCR.
V piiloze 2 je uveden zéakladni panel primera pouzivany pro detekci piestaveb IgH a TCR gend
pouZivanych u B-ALL a T-ALL. V komentaii k interpretaci vysledki odkazuje attorka na jiz
publikovanou praci spolupracovniki laboratoie vénovanou metodam eliminace moznych nepiesnosti v

interpretaci.vysledku.



V g&asti Vysledky autorka analyzuje dva soubory pacientl.

1. Skupinu pacientl s relapsem leukémie I€éenych dle protokolu ALL REZ BFM 2002. Analyzovan
je hlavné soubor 27 pacienttl s S2 relapsem, ze kterého bylo 13 pacient( stratifikovano dle
hladiny MRN pro dalsi léCbu - do ramene chemoterapie nebo transplantace. 5 pacientl
s hladinou MRN = 107 bylo indikovano k SCT, u zbyvajicich byla pouzita pouze chemoterapie.
14 zbyvaijicich pacientdl bylo indikovano k SCT z jinych divodi. Celkové pieziti bez udalosti u
pacientti z S2 skupiny je 70%, pieziti bez udalosti celé skupiny pacientu s relapsem je 70%.
Velmi dobré preziti bylo zjisténo ve skupiné S1 (pacienti s pozdnim mimodrenovym relapsem),
naproti tomu pieziti bez udalosti pacientl ve skupiné S3-4 je neuspokojivé (33%).

2. Dalsi sledovanou skupinu pacient( tvofi 34 déti s relapsem ALL, u kterych byla hladina MRN
prospektivné sledovana pied a po alogenni SCT. Vzhledem k relativné malym pod&tim détskych
pacientd s ALL, ktefi podstupuji SCT, byla zalozena mezinarodni skupina prospektivné
monitorujici hladinu MRN (Ceska Republika, Holandsko, Velka Britanie, Némecko a Dansko).
Individualni monitorovani v této skupiné pacientl bylo provadéno pred a po SCT v pifedem
stanovenych ¢asovych bodech po dobu 24 mésicl po transplantaci, vysledky byly vyuZivany
pro rychlou indikaci adoptivni imunoterapie v pfipadech hroziciho relapsu. Stratifikace pacientt
podle hladiny MRN jasné ukazuje Spatnou progno6zu pacientil s hiadinou MRN vy33i nez 10°-
107 . 4/6 pacientll s touto hladinou MRN zemfelo na dal$i relaps nemoci, jeden pacient na
komplikace. Autorka detailné analyzuje jednotlivé pacienty a diskutuje moznosti ovlivnéni
nepfiznivé prognézy. VSichni pacienti souboru s negativitou MRN naopak Zziji ve 2.remisi
onemocnéni. Vysledky prace s timto souborem pacienttl autorka publikovala — reprint textu je

uveden v pfiloze ¢ 5.

Téma dizertaCni prace je vysoce aktualni a dulezité. Vyrazné pokroky v |éGbé a prognéze détské
akutni lymfoblastické leukémie vedly ke snaze zajistit intenzivnéjsi 1é¢bu pacientll s vysokym rizikem
relapsu. Jednim z cilll sou¢asného vyzkumu je nalezeni vhodnych prognostickych znaki. Velmi slibné
se zdaji byt pravé protokoly stratifikujici 1é¢bu pacientl podle MRN, jejiz hladiny jsou jednim z velmi
dulezitych nezavislych prognostickych znaki détské ALL a jejiz stanoveni je dnes jiz pouzivano
v klinickych studiich pro stratifikaci pacienttl. Vybér nejvhodné;jsi techniky MRN analyzy je diktovana
dostupnymi cili u jednotlivych typl leukémie. Kinetika clearance MRN je funkci biologie nemoci,
podané lécby a senzitivity pouzitého testu. Piestavby imunoglobulinovych a TCR gent jsou nejcastéji
pouzivanymi DNA cili pro molekutarni monitorovani léCebné odpovédi vzhledem k vysoké prevalenci u

lymfoblastické leukémie.

Autorka se aktivné zapojila do vyzkumu Laboratoife molekularni genetiky Kliniky détské hematologie a
onkologie LF UK a FN v Motole, ktera ma dlouhodobé zkuSenosti a prfispéla feSenim problematiky
MRN u pacientll indikovanych k SCT a u pacientl s relapsem ALL, jehoZ 1é¢ba piinasi dodnes
s sebou stale mnoho problémd a komplikaci. Longitudinalni sledovani MRN vyznamné pfispiva k
identifikaci novych viastnosti leukemickych bunék, jejichz detekce miize v budoucnu ovlivnit osud

nékterych pacientu.



Zavér oponenta

Autorka se dlouhodobé zabyva problematikou relapsu détskych leukémii véetné sledovani MRN. Je
publikac¢né aktivni, jeji publikacni i pfednaskova aktivita dokazuje rozsahlé teoretické znalosti i
praktické zku$enosti. O kvalité jeji prace sv8d&i publikace vysledkl vimpaktovanych ¢asopisech a

také udéleni ceny za nejlepsi oralni prezentaci EBMT kongresu v roce 2003.

Prace je jednoznacné pfinosem pro sou¢asnou praxi oboru. Téma je zpracovano sice stru¢né, ale
vystizné. Nevyznamné vyhrady ize mit k pfepisim a drobnym chybam v textu. V Gvodu chybi
piesnéjsi specifikace cill prace, coz trochu zt&€Zzuje orientaci vtextu. Po&et pacientd v prvnim
hodnoceném souboru je sice maly, je vSak dan celkovym podétem relapst détské leukémie v Ceské
republice ve sledovaném obdobi. V praci bych privitala vice tabulek a vysvétiujicich schémat &i

obrazka.
Autorky se dotazuji na nasledujici:

1. Vysoka pozitivita minimalini rezidualni nemoci je vyrazem nepfiznivych viastnosti nadorovych
bunék pacienta. U vétSiny pacientd svysokou hladinou MRN lze tento nalez vysvétlit
pritomnosti nékterych vSeobecné znamych nepfiznivych klinickych nebo laboratornich znaki
(pfitomnost Ph1 chromozomu, hypodiploidie, prestavba MLL genu). Jak autorka zminuje
v zavéru, u nékterych pacientd vysoka hladina minimaini reziduaini nemoci neodpovidala
puvodné dobré prognéze pacientl podle klasickych prognostickych znakt (hyperdiploidni c-
ALL, TEL/AML1 pozitivita, dobra odpovéd na é€bu v indukci atd.). V S2 skupiné jsou mezi
pacienty stratifikovanymi k SCT pro hladinu MRD = 107 tii pacienti s BCP a dva pacienti s
TEL/AML1 pozitivni ALL. Pokusila se jiz autorka o detailnéjSi analyzu znakl leukemickych
bunék téchto pacient(i? Maji napiiklad nékteré neobvyklé cytogenetické charakteristiky?

2. Je prinosné stanovovat hladinu MRD u pacientll s pfitomnosti fazniho genu TEL/AML1 ob&ma
zplsoby: sledovanim prestaveb imunoreceptorovych genu i kvantitativni detekci mnozstvi
transkriptu hybridniho genu? Pokud ne, ktery zplisob sledovani by autorka doporudila?

3. Do jaké miry koreluji vysledky sledovani MRD metodou priitokové cytometrie a RQ-PCR u déti
s relapsem ALL a kterou z obou metod vidi autorka jako perspektivnéjsi?

Dizertagni prace MUDr. Lucie Sramkové spliiuje vSechna kriteia pro Usp&sné obhajeni prace a
udéleni akademického titulu Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢.111/98 Sb. Doporuduji
udéleni titulu.
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