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Práce je rozdělena na dvě základní části, první se týká chronické myeloidní leukemie, (CML), druhá bcr/abl negativních myeloproliferací. Byť historicky obě tyto jednotky patří mezi tzv. myeloproliferativní choroby, dnes je jasné, že jde patogeneticky o zcela rozdílné nemoci nebo skupiny chorob. Proto toto spojení působí mírně neorganicky.

Proč bylo cílem práce tyto problematiky spojovat?

Práce má celkem 119 stran, z toho od strany 102 je literatura, a trošku trpí neduhem většiny PhD prací. Úvod má 53 stran, tady zabírá vpodstatě více než 50% práce! Přitom úvody by měl sloužit jen jako skutečné uvedení do problematiky a maximum prostoru by mělo býti věnováno částem dalším, materiálu a metodikám, výsledkům, ale hlavně diskusi, širokému popisu nových poznatků, které práce přinesla. Přesto je nutné ocenit, že úvod je přehlídkou toho, že adeptka problematiku skutečně solidně nastudovala. Je potřeba také ocenit, že byla vedena k tomu, aby byla práce napsána rovnou anglicky. 

Na straně 16 je uvedeno, že CML byla poprvé popsána Virchowem v r. 1845 jako první leukemie. Soudě podle uvedené citace, je možné, že autorka tuto citaci nemá k dispozici a je použita z nějaké jiné práce. Každopádně je ale tato formulace nepřesná. Mladí vědečtí adepti by měli býti vedeni k jasné exaktnosti a preciznosti a proto další dotaz je:

Jak to bylo s objevem CML?

Na téže straně je také definice blastické krize CML. Existuje také definice jiná.

Může autorka upřesnit jaká? 

Na straně 30 se uvádí význam kyselého alfa-1-glykoproteinu pro rezistenci na imatinib. Dnes již tento faktor jest zatlačován do pozadí. 

Může autorka uvést podrobněji současné názory na tuto problematiku?

Na str. 37 se mluví o významu autologní transplantace jako léčebné záchranné metody pro pacienty rezistentní na imatinib. 

Může se autorka znovu podívat na svoji uvedenou citaci a ozřejmit, jdel i skutečně o transplantaci autologní?

Na str. 41 se hovoří o myeloproliferativních chorobách. 

Může autorka velmi stručně shrnout poslední nejnovější názory na tuto klasifikaci? Byly publikovány pravděpodobně po dopsání této práce. 

Cíle na str. 54 jsou uvedeny velmi obecně a k takto formulovaným cílům by bylo možno vytvořiti celou sérii výzkumných prací. Mohlo býti více specifikováno. Autorka sice dále zavedla celou řadu zajímavých metodik, které jsou jistě využívány i kliniky, ale, bohužel, množství zpracovaného klinického materiálu je relativně malé a jednoznačné klinicko-laboratorní korelace nemohly býti učiněny. Viz např. str. 77, nalezeno 9 mutací u 8 nemocných, přitom dnes jsou již publikovány stovkové soubory. 

Přesto je vidět, že autorka a celý tým, který ji vedl, kontinuálně výsledky své práce publikovali. Domnívám se, že práce splnila své hlavní poslání. Uvedla autorku do základů vědecké systematické práce a přispěla k celkovému poznání novými střípky do mozaiky vědění o těchto závažných chorobách (a do jisté míry vlastně i modelech pro studium dalších nemocí). Proto práci doporučuji k obhajobě a v případě obhajoby úspěšné doporučuji udělení titulu PhD.

prof. MUDr. Jiří Mayer, CSc.

RNDr. Moravcová:

Oponentský posudek disertační práce

Mgr. Jitka Veselovská

Molekulární patofyziologie myeloproliferativních onemocnění

Cílem předložené disertační práce bylo studium molekulární patofyziologie chronických myeloproliferativních onemocnění. Autorka se zaměřila se na dvě různé oblasti: 1) studium molekulárních mechanismů rezistence nemocných s chronickou myelogenní leukemií (CML) na cílenou léčbu tyrozinkinázovými inhibitory (TKI), respektive léčbu imanitibem (IM) a dasatinibem (DAS) a  2) sledování významu mutace V617F v genu JAK2  v patogenezi esenciální trombocytémie (ET) a polycytémie vera (PV). Obě problematiky jsou z molekulárně biologického i klinického hlediska velmi aktuální.

Práce je psaná v anglickém jazyce s anglickým a českým souhrnem, je srozumitelně sepsána a přehledně členěna do kapitol: Summary, Souhrn, Introduction (43 stran), Aims of the study, Experimental procedures (16 stran), Results: Chronic myelogenous leukemia (11 stran), Results: JAK2 mutation (20 stran), Literature (16 stran se zhruba 260 literárními odkazy), Abbreviations. Práce neobsahuje diskusi a závěr, tyto kapitoly jsou však zahrnuty v publikacích autorky. 

Kapitola 1 - Summary, kapitola 2 -  Souhrn

Autorka zde vystihujícím způsobem shrnuje studovanou problematiku a výsledky řešení, i jejich přínos pro další výzkum i klinickou praxi.

Připomínky: 

· Jako jedinou výtku této kapitole uvádím chybějící list se stranami 10 a 11 (poslední strana  

       kapitoly Souhrn a první strana kapitoly Introduction) ve výtisku, který mi byl zaslán.

Kapitola 3 - Introduction

V této kapitole autorka vyčerpávajícím způsobem popisuje současné znalosti o chronické myelogenní leukemii i BCR-ABL negativních myeloproliferativních onemocněních a to jak na molekulární, tak i klinické úrovni. Podrobně se zabývá problémy, které budou dále řešeny. Text je doplněn názornými obrázky a tabulkami.

Připomínky: 

· Na str. 37 autorka píše: Autologous stem cell transplantation remains an important salvage option for patients who develop resistance to IM through BCR-ABL mutations. Domnívám se, že buď se jedná o překlep autologní – alogenní nebo že toto tvrzení je již v současné době zastaralé. Autologní transplantace je v současnosti používána výjimečně vzhledem k neuspokojivým a krátkodobým výsledkům. Záchrannou terapií stále zůstává alogenní transplantace, která má ovšem omezené použití vzhledem k věku a dalším kontraindikacím pacientů s CML.

Otázky:

· Na str. 48 je uvedeno: ..mutation in all patients was the same  leading to substitution of valine to phenylalanine at the position of the 615th aminoacid (V615F) of the JH2 domain. In these original reports the JAK2 V617F mutation was detected in majority of PV patients.... Jedná se o tutéž mutaci pouze s rozdílným číslováním aminokyselin (615, 617)?

Kapitola 4 - Experimental procedures

Autorka přehledně popisuje metody použité v disertační práci. Popis je doplněn tabulkami i velmi názornými barevnými schématy.

Připomínky:

· Na str. 55 v kapitole 5.1 by bylo vhodné doplnit typ a koncentraci proteázových a fosfatázových inhibitorů, vzhledem k tomu, že tyto inhibitory jsou pro správnou analýzu proteinů důležité, a to zvláště  u pacientů s CML, kde byla popsána vysoká aktivita degradačních enzymů. 

· Na str. 58 v kapitole 5.2.3 je odkaz na blíže nespecifikovanou tabulku. Chybí tak upřesnění typu  restrikčního enzymu.

· Odkazy v kapitole 5.3 na kapitolu 3.3.2, v kapitole 5.3.1.1 na kapitolu 3.2.1, v kapitole 5.4 na kapitolu 1.6.1, v kapitole 5.4.1 na kapitolu 3.2 a v kapitole 5.4.2 na kapitolu 3.3.1 jsou nesprávné.

· V kapitole 5.4.2 došlo k překlepu – ne RotorGene 300, ale RotorGene 3000.

Otázky:

· Jakým počítačovým programem byly vyhodnocovány sekvenační analýzy zjišťující přítomnost mutací v oblasti BCR-ABL kódující kinázovou doménu proteinu?

· Jaká byla citlivost detekce mutací v oblasti kódující kinázovou doménu Bcr-Abl?

· Proč detekce transkriptu BCR-ABL v jednotlivých hematopoetických koloniích (kapitola 5.4.1) byla prováděna pomocí kitu firmy Invitrogen (Superscript One-Step RT-PCR Platinum Taq kit)? Jaká je citlivost detekce BCR-ABL při použití tohoto kitu?

· Pro detekci JAK2 mutace pomocí  AS-RT-PCR používá autorka heparizovanou krev. V minulém desetiletí bylo doporučováno dávat před heparinem přednost jiným antikoagulačním činidlům jako EDTA, citrátové antikoagulans apod., a to z důvodu schopnosti heparinu snižovat účinnost reverzní transkripce i následné PCR. Protože AS-RT-PCR je poměrně náročná metoda, bylo prováděno porovnání účinku jednotlivých antikoagulačních činidel na výslednou AS-RT-PCR?

Kapitola 6 - Results: Chronic myelogenous leukemia

Kapitola je uvedena seznamem publikací a prezentací, které vznikly na základě studia problematiky léčby CML tyrozinkinázovými inhibitory. Jedná se o jednu práci publikovanou v časopise Leukemia and Lymphoma, 2 práce publikované v českých časopisech a další 2 práce odeslané do zahraničních časopisů (časopis Leukemia a časopis Cancer Genetics and Cytogenetics). Ve dvou případech je Mgr. Veselovská prvním autorem. Deset prací bylo dále prezentováno v podobě přednášek, 3 jako postery a 1 prezentována jako abstrakt. Kvalitu prezentací podtrhuje udělení 1. místa za přednášku na XIX. Olomouckých hematologických dnech v r. 2005 a 3. místa za přednášku na konferenci Analytické Cytometrie III, na Červenohorském sedle v r. 2005.

Výsledky jsou popsány ve dvou základních kapitolách: 1) V kapitole 6.1 je popsáno studium rezistence k imatinibu, kde autorka mimo jiné na základě analýzy fosforylace adaptorové molekuly CrkL a fosforylace Src kináz zjistila aktivitu Bcr-Abl a Src kináz ve všech sledovaných fázích onemocnění, konkrétně ve stadiu diagnózy, ve stadiu vzniku rezistence k IM v důsledku mutace v kinázové doméně Bcr-Abl, i v blastické krizi. Experimenty naznačují, že pouze v prvních dvou případech jsou Src kinázy aktivovány fuzním proteinem Bcr-Abl, v blastické krizi je naopak aktivace Src kináz na Bcr-Abl nezávislá. 2) Kapitola 6.2 je věnována studiu příčin přetrvávání BCR-ABL pozitivních buněk u pacientů s dobrou odpovědí na léčbu. Zajímavým výsledkem získaným metodou array CGH v buňkách jediné kolonie je zjištění, že u 2 z 5 pacientů, kde nedochází k eliminaci BCR-ABL populace, byly zjištěny genomové změny, které by mohly být příčinou stavu pacientů. Tyto výsledky jsou dále zkoumány. 

Kapitola 7 - Results: JAK2 mutation

Kapitola je opět uvedena seznamem publikací. V dané problematice byl publikován jeden článek v zahraničním časopise, kde je Mgr. Veselovská prvním autorem, jeden článek v domácím časopise a čtyři abstrakta ze zahraničních prezentací. 

Kapitola je rozdělena do dvou podkapitol, kde první se zabývá studiem 15 dětských pacientů s esenciální trombocytémií a ve druhé je popsán zajímavý případ kombinace chronické myeloidní a lymfoidní proliferace (PV současně s B-CLL). Onemocnění ET v dětském věku je velmi vzácné a doposud nebylo dokonale prostudováno.  Sledování 15 pacientů, tj. všech pacientů diagnostikovaných v ČR v období 1987-2007, po stránce citlivosti hematopoetických progenitorů k erytropoetinu v in vitro kulturách, po stránce klonality krvetvorby a přítomnosti mutace JAK2 V617F v periferní krvi i na úrovni jednotlivých hematopoetických kolonií, je v dané problematice velkým přínosem. Zajímavý je výsledek, že pomocí citlivé metody pro detekci mutace JAK2 V617F byly u několika dětí, v jejichž mononukleárních buňkách periferní krve nebyla JAK2 mutace klasickými PCR metodami detekována,  nalezeny erytroidní a granulocytární kolonie heterozygotní, ale i homozygotní pro tuto mutaci. Je zřejmé, že typ vyšetřovaných buněk a citlivost metody jsou pro detekci mutace JAK2 V617F velmi důležité. Prezentované výsledky nastolují řadu otázek, jejichž řešení bude jistě přínosem pro správnou diagnostiku a léčbu ET u dětí. 

Připomínky ke kapitole 6 a 7:

· V těchto kapitolách by bylo vhodné používat odkazy na jednotlivé vlastní publikace, kde je problematika rozvedena a diskutována.

· Výraz na str. 78, řádek 8 shora: ( 1-30% je nesprávný (buď 1-30% nebo pouze ( 30%; v daném případě tedy 1-30%).

· Název tabulky XIII a XIV je příliš stručný a obecný. Neumožňuje samostatně pochopit obsah tabulky bez pomoci textu.

· Pomlčky v tabulce XIV ve sloupcích detekce mutace JAK2 V617F v daném typu kolonií by měly být nahrazeny zkratkou NA (not analyzed), stejně jako např. ve sloupci Clonality, aby vyjadřování v tabulce bylo jednotné

· V tabulce XIV je uvedeno 15 pacientů, ale na obr. 33 a 34, které jsou experimentálním podkladem pro tuto tabulku, jsou výsledky pouze dvanácti pacientů.

Otázky ke kapitole 6 a 7:

· Proč je v analýzách citlivosti (rezistence) k IM používán 10 µM IM, což je koncentrace 10x vyšší než fyziologická koncentrace v organismu při léčbě? Nebylo by lépe používat paralelně i koncentraci 1 µM, aby analýza přesněji odhalila citlivost k léčbě?

· Je známo, že přítomnost fuzního proteinu Bcr-Abl v buňce způsobuje mimo jiné labilizaci genomu. Je možno vyloučit, že genomové změny zjištěné metodou array CGH (kapitola 6.2) nejsou spíše důsledkem než příčinou přetrvávající přítomnosti BCR-ABL?

· Výsledky získané v oblasti CML jsou jistě přínosem pro sledování stavu pacientů. Je autorka schopna navrhnout, kdy a v jaké posloupnosti jednotlivá molekulární vyšetření používat  - včetně již klasických molekulárních vyšetření jako je stanovení hladiny transkriptu BCR-ABL a detekce mutací v BCR-ABL, aby bylo možno včas zjistit vznikající rezistenci na stávající léčbu?

· Ukazují výsledky na to, že dětská ET se liší od onemocnění dospělých? Naznačují výsledky práce  jiný přístup k diagnostice ET u dětí?

Závěr hodnocení

Práce Mgr. Veselovské je obsahově a odborně na velmi dobré úrovni. Drobné nedostatky, které se vyskytly, jsou pouze formálního charakteru.  Práce ukazuje, že autorka je široce obeznámena s řešenou problematikou, je schopna klást si otázky, navrhnout experimenty pro jejich řešení a vybrat, případně navrhnout vhodné metodické přístupy. Předložená disertační práce představuje soubor hodnotných výsledků týkajících se řešení problematiky vzniku rezistence k léčbě tyrozinkinázovými inhibitory u pacientů s CML a patogeneze ET u dětských pacientů. Výsledky jsou součástí řady publikací v zahraničních impaktovaných   i českých časopisech a byly také formou přednášky nebo posteru prezentovány na zahraničních i domácích konferencích. Mnohé výsledky budou základem pro další molekulární a genetické studie uvedených onemocnění. To vše svědčí pro velmi dobré odborné kvality autorky i pracoviště, kde byla práce provedena. Není možné tedy opomenout  vysoké vědecké kvality vedoucího pracoviště a zároveň školitele doc. RNDr. V. Divokého, PhD. a samozřejmě dalších spolupracovníků, kterým autorka vyjádřila své poděkování. Předložená disertace svědčí o schopnosti autorky pro samostatnou vědeckou práci.

Na základě uvedených skutečností doporučuji předloženou disertační práci k obhajobě a dále doporučuji, aby autorce práce Mgr. J. Veselovské byl udělen titul PhD.

V Praze 1.11.2008                                                                RNDr. Jana Moravcová, CSc.
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