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Disertacni prace MUDr. Davida Sumerauera .Detekee a ex vivo climinace

rezidudlnich nadorovyeh bunek Ewingova sarkomu perzistujicich v autolognich stépech
hematopoetickyveh kmenovyeh bunék™ byvla vipracovana na Klinice detske hematologie a
onkologie I'N Motol a 2. LF UK Praha. Vlastni text ma 66 stran a je bohate dopinén obrazky.
tabulkami a grafy. Oponentovi v praci schazi jen seznam obrazku. grafu a tabulek. stejné tak
by bylo mozna vhodné sjednotit jazyvk obrazku. kdy nékteré obrazky jsou cesky. nékterd
anelicky, Seznam Titeratury obsahuje 1106 citaci prevazoag praci zahrani¢nich autoru. v mensi
mii'_e tdomacich autoru. Citace jsou se vztahem k tématu. ale jen ¢aste¢né recentni.

Vlastni prace je pichledne ¢lenéna. Obecny tvod do fesené problematiky se zabyva
problematikou detekee minimalni residualni nemoci. kontaminaci Stepu a moznostmi ¢isténi
Stepu. Voramet dalsich kapitol je popis souboru pacientu podrobny rozbor metod pouzityeh
vopract. Samostatne kapitoly jsou venovany viastmim vysledkum experimentalni prace.
Kapitoly venovane shrnuti dosazenveh vysledku praci uzaviraji.

a) Tématicky predstavuje problematika event. kontaminace $tépu pri
transplantaci o velmi slozitou, klinicky vvznamnou a aktualni problematiku.

| b

race se zabyva velmi rozsahlou. aktualnt. Klinieky zavaznou ale také velmi

kKomplikovanou a dosud stale diskutovanou problematkou - tedy mista a zpusobu podani

visoko davkovane chemolterapie v lé¢he solidnich nadoru detského veéku. se zametrenim na
Ewinguy sarkom. Jestlize u neuroblastomu lze vyvznam HDT pro zlepseni celkovyeh visledku

echy povazovat za prokazany. u sarkomu tomu tak jeste zdaleka neni. Vesina publikovanyeh

visledku pochazt 7 malveh. retrospekuvnichs single-arm studii. Randomizovana klinieké

studie hodnoter vvvnam DT s autolognt rescue nemanipulovanym siepem u Ewingova

sarkomu (Luro Iawing 99) tepryve probihd. u ostatnich sarkomu je situace jeste ménd

piehledna. Dosud publikovana literatura sice ukazuje. z¢ autologni transplantace je zicyme pro

vetsinu det ekvivalentni. ¢i vvhodngisi nez konvenent [écha. nicméné heterogenita souboru.



selekent faktory. charaktersuky Stepu. a varnabilita pripravnyeh preduansplantacnich rezimu

jsou faktory. Ktere nelze pomijet.

Naprosta vetsima lteratury. o Kierou se autor ve své pract opira pochazi 7 poloviny.
respektive 7 druhe poloviny 90 tveh let. Avsak od ¢ doby se situace zmentla. napiiklad v tom.

7¢ se podarilo vvznamnd snizit toxicitu viastni autologni transplantace a naprosta vetsma

ceebnveh selhant jde dnes na vrub progrese zakladniho onemocneni. Zde je potieba ve

kveh.
tedy mezinarodnich randomizovanyeh studiis s jasne definovanynu skupmami pacientu. tak.
abyv bvlo mozno jasne odpovedet na jasne definované otazky. véemnde vubec role HDT
sautolognt SCR u jednothivyeh skupin déti se solidnimi nadory. a to 1 dnes v kombinaci s
dalsimi. nove nastupujicinu le¢ebnymi modalitami. jako je napriklad imunoterapie. véetne
buncend terapie (dendriticke bunky po auto SCT u deti s neuroblastomy ). cilena Iécba. ¢
cvent. antiangrogenni lecha.

Sanci jednoho. byt i velikého pracoviste detské onkologie v konkurenci vyznamnych

Kooperativnich skupin detske onkologie jak generovat zajimava. a v kvalitnich casopisech

publikovate

na data. je vvuzit sve akeeschopnost a relativne rvehle viprodukovat zajimava
expermmentdlni. event. na experimenty navazujici Klinicka phase I- phase [l data. testujici
aktualm myslenky vvehlei. nez toho jsou schopny veliké. admiistrativing nesmirné
kKomplikované Kooperativni skupiny. Tuto velikou Sanci mel doktorand koncem 90tveh let.

aviak dle nazoru oponenta i propasl. Problematika farmakotogického ¢isteni autologniho

stepu je dnes ponekud mumo hlavoi proud vyzkumu u solidnich nadoru détského veku,

b) Za cile své disertacni prace si autor vviyéil:

1) Stanovens vhodnyeh znaku a urcent optimalni metodiky K deteker minmalni nadorove
choroby ve siepech Kostni diene a pertfernich hematopoetickych progenitorovyeh bunek
(PBSCHY u Ewingova sarkomu

2.\ vSetfeni Stepu na pritomnost minimalni nadorove choroby.

3oV vpracovat metodiku farmakologiekeho ox vivo &isteni stepu

Ao Snizit toxieky ueinek evtostavuka (matostanudu. ctoposidu) na hematopoetickd
Kmenove bunky v prubehu ex vivo pureingu predehozi inkubact s amilostinem,

b. Overit metodiku voexperimentu a pokud experimentdalni data potvrdi protektivni
ucinek mkubace s amifostinem overit metodiku na stepech urc¢enveh ke Klinckému

pouziti a potvrdit pouzitelnost takto manipulovanyeh stepu vy Klhimické studn



Jak jiz predeslino. jedna se velmi rozsahlou a komplikovanou problematiku 7zahrmujici
Jak narocne oblasti laboratorni. tak velmi slozie ¢ast Kliniekeé, Rozsah teSené

¢ nazoru oponenta piekracuje obvykIy ramece projektu teSenyeh

problematiky tak d

vramer posteradualniho studia,
¢) Metody sbéru vzorku, jejich zpracovani, klinickou ¢ast, i nasledujici analyzu o
statisticke hodnocent lze povazovat za standardni a oponent zde ma nastedujict pripominku:
\" praci nent zmineno technické zizemi pro manipulaci se Stepy. Byl dodrzen pozadavek
Srida A\ na pozadi tidy 377 Autor velmi dobie dokumentuje syvstém vaitini kontroly — napr.
viability Stepu po manipulaci. znamend . ze pozadavky na ¢istotu a technické parametry

prostredi bylv nahrazeny zjevne dobre fungujictim svsiémem vitni kontrohv?

d) disertaéni prace prinesla nasledujici poznatky:
MRD v autolognich Stépech PBSC u pacientu s ES

Autor zaved! metodiky detekee MRD u deti s Ewvingovym sarkomem do Klinické praxe svého

PracoVISIe.

prokazana

. Kontaminact Stepu PBSC prokazal ve shode s literarnimi udaji
Stepu

20U pacientu s primarne  generalizovanym  ES bvla kKontaminace

nesigntlikantme castep.
SoRontaminace Stepu se jevi nepiiznivym prognostickym znakem.
o

ol

¢ Experimentalni farmakologicky purgin

I Matostamid 1 ctopozid redukoval ‘pocty Kolontformnich jednotek CIFU-GN o BEU-LL o

nalez podporuje nmutnose kultivacnilio vwserreni vsech ex vivo manipulovanyelr $iepn

2. Pousitt ctopostdu v Koneentract 40 ugml s patndctiminutovou preinkubact ethvolem v

koncentract 4 mg ml neredukuje neunosne pocet bunek obnovujicich Krvetvorbu a redukuje

pocet nadorovyeh bunch. Ktere mohou step kontaminovat.

3o Ochranny viiv amilostinu na hematopoeticke kolonie nedosahl statisticke vvznamnosti.




4.V experimentu nebyvl prokazan ochranny viiv amifostinu na bunky ndadorovyeh linii ES

neuroblastomu
e Klinicky farmakologicky purging

. Cistenim stepu PBSC provadenym ctopozidem s preinkubaci bunek Stepu amitostinem bylo

mozno ziskat Step zapstujict bezpecné pithojent.

2 Srovnanim s Kontrolni skupiou pactentu nebyl zjisten statusticky vyvznamny rozdil v dobe

prihojent. poteby transtuzi ernvmasy a tromboeviu ant v poctu febrilnich dnu.

¢) predlozenou disertaéni praci lze hodnotit v souhrnu kladné. Autor dostal vyicenym

crlum disertace.

K pract mam nasledujici otazky ¢ piripominky:

e ad st 7: kandidat zde uvadi. ze Lrelativni specilicita™ se uplatnuje napriklad pit deteket
MRD u neuroblastomu. kde s uspechem vvuzivame prukazu transkriptu mRNA genu pro
twrozin hvdoxyviazu (FH. prvnienzym v kaskade syntezy Katecholaminu. Které tvori 98%
neuroblastomu) nebo pripadne GD2 syntetazu, Tyvto znaky jsou pritomny v bunkach
neurogennich nadoru 1 nekterveh nendadorovyeh thani. ale nikol v bunkach KD Toto

(rzend viak neni zeela prijimano. Zpochybiuje je napt. recentnt prace Kuci Z et al:.

Putalls in detection of contaminating neuroblastoma cells by tvrosine hvdroxyviase RT-
PCR due Lo catecholamine-producing hematoporetic cells. Anticancer Res. 2006 May
Junz 26030 2075800 event. jako ne zeela jednoznaceny vnima tento problém 1 dalsi
recenu prace: Swerts Koetal: Potental application ol ELAVLA real-time quantitative
reverse transeription-PCR for detection of disseminated neuroblastoma cells. Chin Chem.

2000 NMar:32¢3):438-45.

e adsue 8 kandidat ma ziejme jako pryniho autora uvedencho v praci kolektivu ze St Jude

na mysh R Handgretingera.

o\ Castivenovane protektivnimu elektu amitostinu oponent postrada rozsahlepsic Kritickou

diskusi natoto stale velmi Kontraversni. ale stale velmi akwalng iema. V této ¢asu je
nemove s eitace 2 roku 1999, Oponent by povazoval za vhodnd aké zmint recening
publikovane negatvni vysledky prospektnnt pediatrnieke studie s amitostinen u deét

s mabianimi germinalnimi nadory zametend na prukaz elekuviny amilostinu snizit
nonhcmatologickou toxicitu konvenceni chemoterapie - Marina N. et al: Amifostine does

not protect against the ototoxicity of high-dose cisplatn combined with ctoposide and



blcomyein m pediatric germ-cell tumors: a Children's Oncoloey Group study.Cancer. 2003

Aug TS 104(4):841-7. event. nekterd dalsi klinické price hodnotici roli amifostinu

viransplantologn (napt Gabriel DA Cytoprotection by amilostine during autologous stem
cell ransplantation lor advanced retractory hematologic malignancies. Biol Blood Marrow
Transplant. 2005 Dec: 1 T(12):1022-30. event. cennd souhmné prace konstatujict jednak
aktudlnost tématu. ale 1 wvajici kontraverse ve vztahu ke Kliniekvm aplikacim amitostnu,
(Viz van den Berg JH Future opportunities i preventing cisplatin induced ototoxicity.,
Cancer Treat Rev. 2000 Aug:32(3):390-7. Lpub 2000 Jun 13, event. Block Kl
Commentary: the pharmacological antoxtdant amilostine - implications of recent rescarch
lor mtegrative cancer care. Integr Cancer Ther. 2005 Deci4(4):329-3]

\' pract je celkove prekvapive malo recentnich publikact tykajict se problematiky. kdy je
citovana jen jeding prace 7 roku 2003 (a to jeste 7 viasiniho pracovisté) a pouze 3 praci

7 roku 2004.

Jaky je nazor kandidata na fakt. 7ze v poslednich 6 letech prakticky chyvbi publikované

prace na téma tarmakologicky purging u detskyveh solidnich nadoru”?, Objevuji se prace o
larmakologickém puraingu u leukemii = napi. Berger M et al.. Stem cell transplantation as
consolidation therapy for children in first-remission AML: a single-center report. Pedialr
Hematol Oncol. 2005 Oct-Nov:22(7):397-608. kde autoii K &isteni Stepu pouzivaji praveé
mafostamid. Srovnani viastich visledku s recentne publikovanymi by jisté praci prospélo.
Oponent dale postrada v pract odkazy na jedinou v soucasné dobe probihajici
randomizovanou studie s purgingem u detskyeh solidnich nadoru - severoamerickou

nedistengho Sepu.

Dalsi dotaz se wvka problematiky purgingu etopostdem. Jednit se o postup. Ktery neni
prilis rozsiren. viz. napt. Oliviert A et al: Pharmacologic bone marrow purging: s
there any place Tor etoposide? In vitro comparison with mafostamide. J Hematother.
1OO7 Apr:6(2): 137-44. Co Je autorovi znamo. resp. jaky jo nazor autora na bezpecnost
tohoto postupu 7 hlediska dlouhodobe bezpecnosti. napi. indukee sekundarnich

[eukémir?



Hodnoceni vilastnich publikovanych praci predkladatele disertace:

K disertacni praci jsou prilozeny celkem 4 publikace. kde predkladatel disertace je
prynim autorem u jednd puvodni prace a jedne souhimne prace. u 2 dalich (2 toho jedne
Kazuistiky) je spoluatorem,

Prtlozena prace ¢ 4 neni ve vazane forme disertace kompletn,

Oponent jako nejeennc st hodnoti prach uvedenou v pitloze jako 3 - KRSKNOT A [
MRECULOVA M SCMERAIUER D KODET R REHABDOMY OSARCOMA: MOLECULAR
DIAGNOSTICS OF PATIENTS CLASSIFIED BY MIORPHOLOGY AAIND
[INIVIONOHISTOCHEMISTRY WITH EXIPHASIS ON BONE MARRONW AND PURGELD
PERIPHERAL BLOOD PROGENITOR CELLS INVOLIEMENT. publikovanou ve
PIRCHOWS ARCTH 448¢4):44Y ~ 435 2006, Ktera se vSak pohtichu netvka Eywingova
sarkomu,

Celkove se oponent dommiva. ze uctvhodne mnozsivi predkladatelenm nesporne a
prokazatelne odvedend prace. site cele problemanky (detekee MRD. viasmi indikace a
provadent purgingu. nasledna Kinicka péce o pacienty ) to vie poskyviovalo predkladateh
dostateh Klmrekeho 1 Taboratorniho matertafu 1 k veétsimu poctu kvalinich publikaci

s jasnejsim vzaahem K ematu.

Zaveér: Predlozena disertacni prace je pract dobré trovne. v niz autor prokazal znalost
tesenc problematiky 1 predpoklady pro vyzkumnou pract. Autor si zvolil velmi obtizné. Siroke
a komplikované téma. Ktere svou komplexnosti a $if1 je dle nazoru oponenta nad bézny ramec
pract fesenveh pri posteradudinim studiu. Autor dostal narocne proponovanym cilum
disertacni prace. avsak tvto cile bvly formulovany na zaklade znalosu a situace 7 druhé
poloviny 90, let. Byla i by prace predlozena k obhajobe Kolem roku 2000, jednalo by se

Jednoznaene o prioritni a velmi piinosnou praci.
/Z-vvse uvedenyeh duvodu doporucuji praci k obhajobé.

A Bime. 3.9.06 {

B PhD.

Brno a L MU

Klintka detske onkologie

Fakultni nemocnice Brno
Klinika detské onkologie
Cernopalni 9, 625 00 Brno

1)



