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O p o n e n t s k ý     p o s u d o k

     Na doktorandskú dizertačnú prácu MUDr. Richarda Pinka, doktoranda v externej forme  štúdia LF Univerzity Palackého v Olomouci na tému: 

„Hladina neutrofilů ve slině jako pomocný ukazatel úspešnosti při hojení neutrofilů po autologní  transplantaci periferních krvetvorných  buněk“. 
     Úvod : 

     Na základe listu číslo 400/09 som bol menovaný predsedom oborovej rady prof. MUDr. Jindřichom Pazderom, CSc. z poverenia za oponenta jeho spectabilitou prof. MUDr. Zdeňkom Kolářem, CSc. 
     Vychádzajúc z listu, takto činím v podaní oponentského posudku na doktorandskú dizertačnú  prácu na tému: „Hladina neutrofilů ve slině jako pomocný ukazatel úspešnosti při hojení neutrofilů po autologní  transplantaci periferních krvetvorných  buněk“. 

    V posudku sa pridržiavam zásad, ktoré všeobecne platia pre hodnotenie  doktorandských 

dizertačných prác, proponovaného obsahu stanoveného v liste zo stanoveným záverom, ktorý má jasné a objektívne hodnotiť písomnú predloženú prácu.  

     So záujmom som si preštudoval  doktorandskú dizertačnú  prácu, ktorá prezentuje problematiku biochemického pozadia, jeho vývoja a hodnotenia v kontexte liečby nádorových  ochorení pri autológnej transplantácií periférnych kmeňových buniek na základe hladiny  neutrofilov v sline. V svojej podstate myšlienka originálna s nízkou uvazivitou s veľkou  úspešnosťou progresívneho perspektívneho prognózovania účinnosti terapeutického  výsledku. 
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    Doktorandská dizertačná práca  je napísaná  na 70. stranách, v čítane  literárneho  sedem stránkového prehľadu. V práci je citovaných 83 literárnych údajov z ktorých za ostatných  päť rokov je 21 prác  a z ostatných 10 rokov je  viac ako 55 % údajov. V práci sa nachádza  8 grafov, 17 obrázkov a 9 tabuliek, ktoré obsahujú  odborno – štatisticko – grafické zobrazenie citovaných  a vlastných výsledkov.

   Práca je členená podľa obsahu do 12 kapitol včítane Úvodu, Literatúry a Poďakovania. 

   V prvej  kapitole sa nachádza „Úvod“, kde autor popisuje dôležitosť ústnej dutiny v kontexte  funkcii ústnej dutiny, pestrosti patologických  procesov v ústach ako prejavov systémových  ochorení a anatomicko-fyziologických zvláštností s bohatou škálou obranných mechanizmov s kladným  dopadom na procesy hojenia. 
     V druhej kapitole  „ Slina“  sa autor podrobne zaoberá anatomickými orgánmi, ktoré produkujú slinu, ich riadiacou neurohumorálnou reguláciou tvorby, biochemickým  zložením slín, úlohou jednotlivých  súčastí slín v organizme a jeho funkčných podobách, mechanizmom  

transportu slín zo séra  do slinných kanálikov. V tejto kapitole stanovuje slinu ako diagnostické  médium, ktoré  sa  začalo využívať  v druhej polovici 20. storočia, popisuje biomarkery sliny a orálnej tekutiny s možnosťami využitia v klinickej medicíne pri diagnostike autoimunitných ochoreniach, v onkologickej  diagnostike, v diagnostike  kardiovaskulárnych  ochorení, v diagnostike medikamentov a návykových  látok a infekčných ochorení. Ďalej v tejto časti poukazuje na  výhody  jednoduchosti odberu materiálu s nízkou infazivitou pri porovnaní s odberom  periférnej krvi. 
     V tretej kapitole   „Bakteriální flóra  ústnej dutiny“ autor popisuje bakteriálnu flóru každého jedinca s individuálnym  zložením v závislosti na mnohých faktoroch. Poznamenáva, že za reguláciu pH ústnej dutiny je zodpovedná  slina  s jej pufrovacou  schopnosťou. V tabuľke č.4 udáva prehľad najdôležitejších grampozitívnych a gramnegatívnych mikroorganizmov, kokov, tyčiniek a iných  mikroorganizmov.

   V štvrtej kapitole „Sliznice dutiny ústné“ doktorand popisuje anatomicko-histologické štruktúry  sliznice s funkčným delením na 3 základné typy, sliznica špecializovaná na chrbte jazyka, sliznica funkčná – mastikačná na podnebí a pripojenej časti ďasna a sliznica  nefunkčná, medzi ktoré  patria  ostatné časti  sliznice ústnej dutiny. V tejto kapitole autor  sa venuje otázkam slizničnej imunity, fyziologickej reparácií sliznice, interakcii baktérií a prirodzenej  imunity buniek sliznice. 

     V piatej kapitole „Porušeni slizničnej bariery“ doktorand  sa venuje všeobecne, príčinám  porušenia slizničnej bariéry ako miestam pre vznik rôznych  patologických  eflorescencií. Podrobnejšie  sa venuje porušeniu slizničnej bariéry pri  transplantácií kostnej drene a úlohe prevencie vzniku ochorení zo strany stomatológa. V podkapitole „Transplantácia kostnej drene“ sa venuje identifikácií tkanivových znakov, HLA a rozpoznaniu histokompatibilného  komplexu, MHL, ktoré sú základ pre  zvýšenie  úspešnosti  transplantácie kostnej drene. 
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          V piatej kapitole autor poukazuje na  využiteľnosť a prednosti autológnej transplantácie kostnej drene pri onkologických  indikáciách. Podrobne  rozoberá vykonanie odberu kostnej drene, poukazuje na možnosti a problémy alogénnej transplantácie, reakcie štepu verzus hostiteľ, možnosti indikácie, mechanizmus vykonania alogénnej transplantácie s jej úskaliami. Transplantácia  kostnej transplantácie je mnohokrát sprevádzaná orálnou mukozitídou ako nežiaducim účinkom chemoterapie, rádioterapie autor popisuje klinický obraz, diagnostiku a dôslednú  prípravu s prísne preventívnymi  aspektmi orálnej mukozitídy. Liečbu orálnej  mukozitídy stanovuje na základe vedeckých postupov s využitím zápalových markerov, chápe ju ako  komplex celkovo aplikovateľných  terapeutík na podporu selektívnej   ochrany  bunky s aktiváciou protizápalových  účinkov a stimulácii delenia  a zretia epitelových  buniek. 

       V šiestej  kapitole autor si stanovil  ciele dizertačnej práce, ktoré sú zrozumiteľné  a klinicky  realizovateľné. 

    V siedmej  kapitole  „Materiál a metodika“ doktorand  podrobne popisuje  postup svojej  štúdie so 45 pacientmi liečených na  Hematoonkologickej  klinike FN Olomouc. Stomatologické vyšetrenie sa konalo minimálne  3 týždne pred  zahajením  myeloablatívnou chemoterapiou. Pacienti boli  starostlivo  pripravení a poučení s preventívnymi metódami starostlivosti o ústnu  dutinu. Samotný  experiment vyšetrovania neutrofilov bol vykonávaný  denne z krvi a so slín až do úspešného prihojenia  štepu po autológnej transplantácii  periférnych  krvotvorných  buniek. Pre spracovanie a zaznamenanie údajov boli zvolené štandardné  postupy (Fuchs – Possentalová komôrka, mikroskopické obrazy preparátov, schéma kritéria toxicity slizničných zmien, (NCI-CTC), Rot – Peteritrenová mapa slizníc ústnej dutiny).

    V kapitole ôsmej „Výsledky“ autor  spracoval sledované  a získané údaje v siedmych  farebných stĺpcových   grafoch s údajmi pacient – neutrofil, pacient – mukozitída. Kapitola je doplnená aj klinickými  názornými obrazmi a dvoma tabuľkami. 

    V kapitole deväť „Diskusia“ autor porovnáva  svoje   získané  výsledky orálnej  mukozitídy  ako  komplikácie  myeloablatívnej   chemoterapie, účinnosti prípravy pacientov, literárnymi  údajmi, kde  konštatuje, že v patogenéze orálnych mukozitíd sa  neuplatňuje len toxický vplyv rádio a chemoterapia na delenie  buniek.  Ďalej autor  konštatuje, že  vzostupom hladiny neutrofilov v sline  v súbore  došlo k rýchlemu ústupu orálnej  mukozitídy, ktorá však  môže  byť  ovplyvnená  stavom parodontu. 

    V kapitole desať Záver“ doktorand  zhodnocuje  účinnosť metodiky sledovania  neutrofilov pri liečbe hematoonkologických pacientov. Vyzdvihuje nutnosť spolupráce stomatológa a onkológa u liečených  pacientov. Celkový  efekt  súčinnosti  predurčuje k skvalitneniu života  pacientov, predchádzaniu potenciálnych komplikácií liečby,  znížením nákladov  na  následnú liečbu. 
     Výsledky praktického  sledovania  môžu byť  základom pre precíznejšie a komplexnejšie stanovený liečebný protokol liečby  hemotoonkologických  pacientov.  
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   V kapitole jedenásť „Súhrn“ autor  v krátkosti zhrňuje výsledky súboru liečených 45 pacientov  pre  nonhodgkinské a hodgkinské  lymfómy, mnohopočetné  myelómy pri ktorých boli  pacienti vyšetrení a pripravení po stomatologickej stránke a sledovaní po dobu 3-4 týždne po transplantácií s ohľadom  na výskyt orálnych mukozitíd, stanovenie hladiny neutrofilov v sline ako možného indikátora úspešnosti vhojenia štepu. Z výsledkov, ktoré u sledovaných pacientov získal konštatuje, že zvýšenie  hladiny neutrofilov v sline 25x106/l a vyššie, spoločne s ústupom klinických symptómov orálnej mukozitídy signalizovalo prihojenie  štepu jeden až dva  dni skôr než vzostup  hodnôt neutrofilov v periférnej krvi 0,5 x 106/l a viac. Metóda sledovania neutrofilov v sline  môže byť  pomocná pri vyhodnocovaní úspešnosti  autologných transplantácií v hematológií. Nízky výskyt a malá intenzita orálnych per liečebných komplikácií v onkohematologickej liečbe len potvrdila význam dôslednej  stomatologickej starostlivosti v predliečebnej a liečebnej fáze onkohematologickej starostlivosti. 

     V ďalšej   časti posudok   obsahuje  stanovisko  k pronovanému  obsahu:

1. Zhodnotenie obsahu   dizertačnej práce  pre odbor  stomatológia.  Z obsahovej  časti vyplýva, že  dizertačná práca je prospešná  

a) z odborného hľadiska  pre špecifickú  skupinu poskytovania zdravotnej starostlivosti, spresňuje  postup pri súčinnosti terapeutického postupu s minimalizovaním nežiaducich účinkov liečby a tým skvalitneniu  života pacientov, 

b) odbor stomatológia  využíva  hematobiochemickú neinvazívnou metódu  sledovania  parametrov, ktoré  majú efektívny význam  sledovania  liečby a jej výsledkov,    
c) z uvedeného  hľadiska dizertačná  práca   ponúka  odboru stomatológia  exaktné  merateľné  hodnoty, ktoré môžu  slúžiť vedeckým sledovaniam.  
2.  Postup  riešenia   problému s použitými  metodikami a stanovenie cieľov doktorand zvolil  správne, výsledky dizertačnej  práce boli dosiahnuté.

3. Výsledky dizertačnej  práce  sú originálne a sú prínosom  pre  vedný odbor  stomatológia  s uplatnením  v aplikovanom výskume a v klinickej praxi.

4. Dizertačná  práca je  logicky členená do tematických celkov, ktoré sú ďalej  členené  do podkapitoly       
  Práca  má niektoré  formálne  nedostatky :

1. Kapitoly  by mohli  začínať  na novej  strane. Vyžaduje sa, aby  kapitola bola odlíšená napr. väčším písmom, iným  kurzivom a pod.

2.

· na s. 5 v druhom odstavci v 5 riadku má působí , chýba t

· na s. 6 v tabuľke č. 1 v zložkách Amzlóza -  správne Amylóza

· na s. 13  odsek citovaný autor  Moser a spol. 8 nie je uvedený v „Literartúre“

· na s. 22, tabuľka  č. 4 v 2. stĺpci  sa uvádza  Actinimyces – správne Actinomyces Tabuľka  nie je označená v zmysle  citačných  zásad. 
- 5 - 

· na s. 23 začína  kapitola avšak podľa  obsahu je kapitola uvedená so začiatkom na       s. 24
· na  s. 28 je kapitola uvedená č. 4 a pokračuje s uvedením  podkapitoly  5.1. . V obsahu je  to správne.

· na s. 63 , odsek 2, 8. riadok,  sympromů, správne  symptómů.

2. Bohatosť literárnych prameňov je zriedkavo  aplikačne využívaná v jednotlivých kapitolách. 

      Na doktoranda  sa obraciam  otázkami: 
1. Kontrolná  skupina  hematologicky zdravých jedincov pozostáva  z počtu 22. Priemerná  hodnota bola získaná štandardne. Táto  hodnota je rozdielna u  jedincov v poradí 1-11 a 12-22. Pre zovšeobecnenie by bolo vhodné použiť štatistické metódy určenia objektívnych záverov, využívajúc smerodajné odchylky, chyby a podobne. Aké štatistické metódy vo vašej práci  by bolo možné  použiť a prečo?

2. Na strane päťdesiatdeväť uvádzate, že v patogenéze orálnych  mukozitíd  sa neuplatňuje  len toxický vplyv rádioterapie a chemoterapie na delenie buniek. Aké iné faktory  ovplyvňuje delenie   buniek orálnej  mukozitíde?

3. Ako si  vysvetľujete vyššiu hladinu neutrofilov u pacientov  so zubami  oproti  pacientom  bezzubých.  
     Vychádzajúc  zo zoznamu prác doktoranda ktorých je prvým   autorom  resp.  spoluautorom  môžem konštatovať, že  sa jedná o študenta  s perspektívnou vedecko-odbornou erudíciou.        

     Záver:     

     MUDr.Richard  Pinka, vo svojej  doktorandskej  dizertačnej  práci „Hladina neutrofilů ve slině jako pomocný ukazatel úspešnosti při hojení neutrofilů po autologní  transplantaci periferních krvetvorných  buněk“, sledoval parametre získané  neinvazívnou  metódou za  prísne  stanovených metodických  podmienok,  ktoré slúžia  k objektivizácií  prihojovania  transplantátu u špecifickej skupiny  pacientov.  Práca má  niekoľko  formálnych  nedostatkov, ktoré však  neznižujú jej kvalitu a prospešnosť. Doktorandská dizertačná práca, doterajšie aktivity  uchádzača  a  ohlas   na  jeho  činnosť zodpovedajú  podmienkam  pre   absolvovanie 
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 doktorandského štúdia. Na  základe   uvedeného   odporúčam  predloženú  dizertačnú prácu k  obhajobe  a  po  úspešnej obhajobe  navrhujem  v zmysle § 47 Zákona o vysokých  školách č. 111/98 Sb. Udeliť akademický titul „PhD“ Philosophiae doctor.






      Dr. h. c. prof. MUDr. Andrej J E N Č A , CSc.
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Oponentský posudek doktorandské dizertační práce  MUDr. Richarda Pinka na téma : ,, Hladina neutrofilů ve slině jako pomocný ukazatel úspěšnosti přihojení neutrofilů po autologní transplantaci periferních krvetvorných buněk.“
    Dr. Pink si svou dizertační prací stanovil obtížný úkol, a to, jak  preventivními a léčebnými stomatologickými výkony snížit  u pacientů s hematologickými malignitami pravděpodobnost komplikací a nežádoucích  vedlejších účinků v průběhu onkologické léčby.Snažil se ověřit časovou posloupnost mezi vzestupem počtu neutrofilů ve slině a v krvi  a tak přispět  k ověření možnosti použít sledování hladiny neutrofilů  ve slině jako pomocné neinvazivní vyšetřovací metody  k posouzení úspěšnosti autologní transplantace periferních krvetvorných buněk.
   Dr. Pink rozdělil svou práci celkem do 13 kapitol. V úvodních kapitolách fundovaně seznamuje  s fyziologií sliny  a uvádí příklady jejího praktického využití pro diagnostiku některých autoimunitních, onkologických a kardiovaskulárních  onemocnění. Podtrhuje také význam sliny pro zjišťování obsahu návykových látek a identifikaci některých infekčních onemocnění. Od  morfologie a obranných  mechanizmů sliznice ústní dutiny se dostává k popisu příčin a důsledků narušení slizniční bariéry. Pátá kapitola je věnována indikacím a postupu provedení autologní a alogenní transplantace kostní dřeně včetně medikamentózního jištění po celou dobu léčby. V závěru autor uvádí jako jeden z nežádoucích vedlejších účinků  chemoterapie a radioterapie orální mukozitídu a popisuje ji z hlediska  diagnostického, klinického a subjektivních pocitů pacienta. Ukazuje na možnosti její prevence a terapie jak lokální tak celkové.
   Autor konkretizuje tyto teoretické předpoklady na souboru 45 pacientů s ne-hodgkinským lymfomem, Hodgkinovou nemocí a mnohočetným myelomem. Provádí u nich standardní stomatologické vyšetření včetně parodontologického a na jeho základě potřebné stomatologické léčebné a preventivní výkony  s edukací týkající se úrovně  hygieny ústní dutiny. Uvádí své vlastní zkušenosti s diagnostikou a léčbou orální  mukozitídy  u těchto osob, dává ji do souvislosti s úspěšností hematologické léčby a průběžným sledováním hladin neutrofilů ve slině a v krvi.
   Textové zpracování je svým obsahem, náležitým zhodnocením výsledků vhodným tabelárním a grafickým vyjádřením na odpovídající odborné úrovni. Seznam použité literatury obsahuje 83 citací, vlastní publikace  autor neuvádí. Škoda, že je text narušován mnoha zcela zbytečnými formálními chybami (profilaxe,exudát, lypáza, virus Ebstein-Barové atd.)  Některé lze považovat za závažnější např. v tabulce č. 4 označení gramnegativních anaerobních bakterií  jako aerobní.
Dr. Pink uvádí jako jeden ze závěrů své práce, že počet neutrofilů ve slině může být významně ovlivněn stavem parodontu. Toto zjištění demonstruje grafem č. 8  kde jako příklad uvádí jen jednu pacientku se zánětlivým onemocněním parodontu. Nevím,proč je právě v tomto případě charakterizován stav parodontu jen tímto zcela relativním vyjádřením. S tím souvisejí i další výsledky autora, a to vyšší hladiny neutrofilů ve slině u pacientů se zuby  než u bezzubých a s názorem, že se neutrofily dostávají do sliny převážně gingivální tekutinou. Nepodařilo se mi ale, vzhledem k výše uvedeným závěrům najít výsledky objektivního vyjádření stavu parodontu u sledovaných osob, přestože se v metodice uvádí,že při parodontologickém vyšetření byly používány  indexy PBI a CPITN,rovněž úroveň hygieny ustní dutiny není zaznamenána.
   Dr. Pink použitím vhodné metodiky splnil svůj cíl práce. Klade důraz a zároveň ověřuje nutnost spolupráce hematologa se stomatologem, která může vést ke snížení počtu komplikací odontogenního původu a závažnosti orálních mukozitíd. Předkládá možnost využití stanovení hladin neutrofilů ve slině jako neinvazivní pomocné vyšetřovací metody k ověření efektu hematoonkologické léčby,konkrétně autologní transplantace periferních krvetvorných buněk.. Dosavadní výsledky MUDr. Pinka jsou přínosem pro praxi a současně jsou inspirací pro pokračování výzkumu v dané tematice.
 
 
 
   Doporučuji proto, aby tato doktorandská dizertační práce MUDr. Richarda Pinka byla přijata k obhajobě a v případě úspěšné obhajoby mu byl udělen akademický titul doktor ve zkratce  Ph.D.
 
 
 
 
 
V Olomouci 26. června 2009                    doc. MUDr. Hana Adámková, CSc.      
                                                               Oponent doktorandské dizertační práce       
