Posudek oponenta na dizertační práci Jany Balcárkové:

„Cytogenetické a molekulárně cytogenetické studium chromosomových změn u pacientů s mnohočetným myelomem“
Dizertační práce Jany Balcárkové se zabývá výzkumem chromozomových změnu u souboru pacientů s mnohočetným myelomem (MM). V kontextu soudobého hematoonkologického výzkumu se jedná o problematiku velmi aktuální, neboť MM je stále považován za nevyléčitelné onemocnění a úvodní cytogenetický nález u nemocných s MM, zvláště jsou-li léčení vysokodávkovanou chemoterapií, je považován za rozhodující prognostický faktor. V širším pohledu naplňuje tato práce jednu ze současných priorit biomedicínského výzkumu - využít genetické abnormality jako prediktivní a prognostické ukazatele odpovědi na nádorovou léčbu s cílem umožnit upřesnění i individualizaci léčebného postupu u jednotlivých pacientů. 

Celá práce (97 stran) je psána přehledně, stručně a má klasické členění. V Úvodu autorka charakterizuje vývoj B lymfocytů a shrnuje onemocnění charakterizované akumulací plazmatických buněk. Podrobněji se autorka zabývá molekulární podstatou vzniku MM a shrnuje i současné způsoby léčby tohoto onemocnění. V dalších kapitolách jsou potom ve světle nejnovějších poznatků charakterizovány početní i strukturní cytogenetické změny vyskytujících se u MM a jejich význam a genetické systémy klasifikace MM. V kapitole Soubor pacientů a metody autorka stručně představuje používané metody klasické cytogenetiky a molekulárně cytogenetické metody (FICTION, FISH, M-FISH, CGH a array-CGH). Již z této části práce je zřejmé, že v předložená stude byla po metodické stránce velmi náročná, autorka využila ve své práci všechny v současné době dostupné cytogenetické techniky včetně čipových technologií, ačkoliv pro známé obtíže s nízkou infiltrací kostní dřeně nádorovými myelomovými buňkami je cytogenetické vyšetření MM velmi obtížné. 
Stěžejní část práce tvoří výsledky experimentů, které jsou založeny na cytogenetickém a molekulárně cytogenetickém vyšetření souboru 200 pacientů s MM. V první části autorka prezentuje výsledky cytogenetických analýz u 16 pacientů s MGUS, následně jsou uvedeny výsledky cytogenetických vyšetření u 156 pacientů s MM vyšetřených v době diagnózy a dále výsledky vyšetření relabovaných 50 pacientů s MM. Výsledkovou část autorka uzavírá statistickou analýzou, ve které jsou prezentovány křivky přežívání pacientů ve vztahu k jednotlivým aberacím.
Z podrobné analýzy těchto výsledků vyplývá, že autorka splnila cíle vytčené v zadání práce. Na základě náročných cytogenetických a  molekulárně cytogenetických vyšetření prokázala zastoupení a význam i asociaci sledovaných chromozomových změn (del genu RB1, změny v genu IgH, změny ploidie IgH). Za podstatné považuji zejména poznatky získané při studiu chromozomové abnormality 1q21 – mapování pomocí BAC klonů a array-CGH. Autorka dále potvrdila vysoce nepříznivý prognostický význam nálezu komplexního karyotypu a nepříznivý prognostický význam t(4;14). Za unikátní považuji i prezentaci cytogenetických dat pomocí metody array-CGH. Je zcela zřejmé, že doktorandka působila ve vynikajícím výzkumném týmu zapojenému do náročných tuzemských i mezinárodních projektů a v tomto týmu vykonala velký kus odborné práce. 

Vědecká erudice doktorandy je dokumentována i její publikační aktivitou – 2 publikace v časopisech s IF, 3 publikace v recenzovaných vědeckých časopisech 8 přednášek a 4 postery na mezinárodních konferencích.
Na základě předložených faktů mohu lze konstatovat, že předložená disertační práce Jany Balcárkové potvrdila význam chromozomových abnormalit u MM, zejména při bližší stratifikaci do jednotlivých subtypů a dále přispěla k objasnění podstaty zisku 1q21. Práci považuji za velmi dobrou - zvládnuté experimentální postupy, dosažené výsledky i jejich prezentace v mezinárodních odborných časopisech prokazují, že doktorandka splňuje kritéria nutná pro získaní titulu PhD., a proto její doktorskou dizertační práci doporučuji k obhajobě a na základě úspěšné obhajoby doporučuji udělit titul PhD.
Přes nespornou kvalitu práce se autorka dopustila několika formálních nepřesností, ke kterým bych se rád vyjádřil:
· Na str. 4. Trochu nelogické členění mně připadá u kapitoly 4 „Cytogenetické změny u M“. Popis prognostického významu změn by měl být uveden nejlépe vždy hned tam, kde se o dané aberaci píše, nikoliv v samostatné podkapitole. U jednotlivých aberací bych uvítal i zastoupení jednotlivých aberací v dříve studovaných souborech pacientů s  MM. Autorka se navíc v textu také příliš nezmiňuje o prognostickém významu aberaci v kontextu moderních léčebných metod. Jaký je například prognostický význam sledovaných aberací u relabovaných pacientů léčených Velcadem?
· Na str. 23 autorka uvádí, že….prognostický význam delece 13q není zcela jednoznačný a jako prognostický faktor je považován nález delece 13q pomocí klasické cytogenetické analýzy. Může autorka vysvětlit proč?
· V kapitole Soubor pacientů a metody. U popisu souboru vyšetřovaných pacientů bývá uváděn  follow-up, to zde chybí.
· Na str. 40. Co znamená, že CGH byla prováděna u pacientů s vyšším zastoupením klonálních buněk v kostní dřeni? Mohla by to autorka upřesnit? (platí i na str. 41 u metody array-CGH)

· V kapitole Výsledky. U MM existuje algoritmus na vyšetřováníí hyperdiploidie a non-hyperdiploidie pomoci techniky FICTION. Lze říci na základě studia trizomií pomocí techniky FICTION kolik pacientů v každém sledovaném souboru bylo hyperdiplodních a non-hyperdiploidních?

· U obrázku 9 (M-FISH), stejně jako u Obr. 11 (CGH) by měl být uveden i popis prezentovaných cytogenetických změn. V této formě by obrázky jistě neprošly při recenzním řízení pro publikaci.
· U grafů s křivkami přežití bych uvítal stručný komentář a zhodnocení výsledků, čtenář je odkázán na pouze na grafy a tabulku, aby pochopil zásadní prognostické významy studovaných aberací.

· Ke kapitole Diskuze. Pokud bych měl něco k této práci podotknout – celá práce je vesměs deskriptivní popis cytogenetických nálezů s MM, které byly získány pomocí metod klasické i molekulární cytogeneticky. Do budoucna by bylo jistě pro tuto práci přínosné, pokud by autorka použila statistické analýzy i pro studium korelaci aberací. Autorka například hovoří na str. 75 o zjištěné koexistenci t(4;14) a del RB1, ale toto tvrzení není statisticky prokázáno. Podobně je tomu i u asociaci zisku 1q21 a polyploidie.
V Brně 12.11. 20092                                        doc. RNDr. Petr Kuglík, CSc.
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Věc: Oponentský posudek doktorandské disertační práce Mgr. Jany Balcárkové
V Olomouci dne 29.10.2009
Vážený pane profesore,

K oponentuře mi byla předložena doktorandská disertační práce Mgr. Jany Balcárkové z Hemato-onkologické kliniky FNOL a LF UP v Olomouci s názvem „Cytogenetické a molekulárně cytogenetické studium chromosomových změn u pacientů s mnohočetným myelomem“. 
Práce je konvenčně koncipovaná v tom nejlepším slova smyslu, je napsaná jasně, přehledně, svěžím stylem s využitím progresivních pravidel českého jazyka.

Souhrnná úvodní část čítá 25 stran (9 - 34) a obsahuje názorný popis vývoje B-lymfocytů, stručný popis onemocnění plasmatických buněk a příbuzných chorob, který je pak šířeji rozvinut u mnohočetného myelomu (MM). Zde doktorandka popisuje některé biologické rysy choroby, její klinické projevy a současné možnosti léčby. I v této kapitole, která je doménou klinických hemato-onkologů je autorka orientovaná a v odstavcích o biologické léčbě i neobyčejně fundovaná. 

V kapitole o cytogenetických změnách u MM Mgr. Balcárková rozebírá podstatu početních změn chromosomů, jejich translokací a snaží se upozornit na vztah těchto změn k biologii vzniku a progrese choroby. V kapitole se odráží dokonalý přehled studované problematiky, která je v cytogenetické laboratoři dlouhodobě studována a prakticky analyzována týmem pod vedením její školitelky prof. Jarošové.

Cíle stanovené v práci jsou vhodně zvolené a jasně formulované. Soubor tvoří 200 pacientů s MM a monoklonální gamapatií (MGUS) nejasného významu z období let 2003 – 2008, kteří byli diagnostikováni a léčeni na III. interní klinice FNOL a LF UP v Olomouci. Metodika je popsána přehledně a využívá všechny dostupné metody analýzy nádorového genomu, jež jí poskytlo zázemí dobře vybavené mateřské laboratoře.

V kapitole výsledky podává Mgr. Balcárková přehled o nalezených cytogenetických změnách u nemocných s MGUS, s MM v době diagnózy a MM v relapsu nebo progresi choroby. Výsledky uvádí strukturovaně podle metod, kterými byly detekovány. Z nich je jasně patrné, jakou roli sehrávají ve studiu genetických změn u MM nové moderní metody. Klasickými cytogenetickými postupy byly odhaleny změny u 22% neléčených nemocných, zatímco metodou FICTION v 81%. Ještě větší rozdíl byl pozorován u relabujících pacientů.  Doktorandka nalezla změny RB1 genu u více 50% pacientů, zhruba stejná frekvence byla zaznamenána i u změn IgH genu (translokace a dalece). Vyšší počet chromosomálních změn byl nalézán u nemocných s relabující chorobou, což odráží klonální selekci a vývoj choroby, který bývá spojen s rezistencí k léčbě a nepříznivou prognózou pacientů. Za velmi přínosné považuji studium změn dlouhých ramének chromosomu 1, výsledky zde publikované jsou plně ve shodě se současnými závěry významných badatelských týmů ve světě.  Doktorandka velmi navíc vhodně dokumentuje význam těchto změn i na klinickém vývoji a prognóze zkoumaných nemocných. Mgr. Balcárková potvrdila ve své práci také vysoce nepříznivý význam komplexních změn karyotypu, všechny závěry má doloženy analýzou pravděpodobnosti přežití dle Kaplan-Mayera a vztaženy k podané léčbě. Vše je navíc přehledně dokumentováno v 28 tabulkách a 8 grafech, práci navíc doplňuje 13 obrazových příloh. 

      Předložená doktorandská disertační práce Mgr. Jany Balcárkové:

a. je zvolena na aktuální téma a má nezpochybnitelný význam jak pro obor lékařské genetiky, resp. nádorové cytogenetiky, tak i pro klinickou praxi v hemato-onkologii

b. zvolená metodika zpracování je důkladná, přehledná a graficky dobře provedená, sledovaný soubor je dostatečný, logicky a metodicky rozdělený, výsledky jsou zpracovány neobyčejně pečlivě

c. cíle práce byly splněny

d. publikační a přednášková aktivita doktorandky je nadprůměrná a velmi kvalitní, Mgr. Balcárková byla za svůj článek oceněna i ČHS ČLS JEP za nejlepší příspěvek roku

e. k práci mám jen některé drobné, spíše subjektivní,  poznámky:

· odkazy na literaturu bych napříště doporučoval uvést v textu pod čísly, autory neřadit abecedně, ale podle pořadí citovaných prací 

· splnění cílu je shrnuto v VII. kapitole, možná, že by bylo pro oponenta přehlednější zopakovat zvolený cíl a pod něj stručně obhájit jeho splnění

f. práci jednoznačně doporučuji k obhajobě podle § 47 zákona o VŠ 111/98 Sb.





Doc. MUDr. Tomáš Papajík, CSc.
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