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               Tématem doktorské disertační práce práce MUDr Petra Rohoně, jednoho z pracovníků známeho    

           hematologického kolektivu profesora Indráka, je zajímavá studie týkající se chronické myeloidní 

           leukemie (CML).  Na poli tohoto dosud ne zcela vyléčitelného onemocnění bylo v poslední době díky  

           nově vyvinutým  inhibitorům  tyrozinové kinázy dosaženo mimořádného pokroku. Přestože nejde o příliš 

           častou chorobu,  zájem o problematiku s ní spojenou vzrostl a chtěl bych  proto již v úvodu  konstatovat, 

           že  předložená disertace může představovat cenný příspěvek v oborech prognostiky, genetiky a imunologie 

           výše zmíněné hematologické  malignity.     

              Práce je sepsána na 99 stránkách, včetně tabulek, grafů, vysvětlivek použitých  zkratek  a literárních   

           odkazů. Instruktivních tabulek je 19, grafů 10 a obrázků 15. Literárních, v naprosté většině recentních  

           zahraničních odkazů uvádí doktorand 278. 2 publikace, u nichž je MUDr Rohoň spoluautorem, vyšly letos 

           ve významných impaktovaných periodicích; následuje 6 prací, kde je s jedinou výjimkou autorem hlavním,        
           dále 10 přednášek s abstrakty a jedna vlastní monografie.

              V úvodu disertace  jsou na 38 stranách dobře didakticky zpracovány nejnovější poznatky o CML. Tuto 

           stať považuji za nezbytnou, zvláště pro ty čtenáře, kteří nejsou přímými specialisty v oboru.Od klinických  

           projevů onemocnění přechází autor k náročným pasážím věnovaným cytogenetice, molekulární biologii a   

           léčbě choroby pomocí nových postupů, včetně transplantační terapie. Zvažuje zde též  možnosti  

           imunitního olivnění afekce spolu s perspektivami experimentální léčby. Hlavním cílem práce je pak 

           analýza vlastních poznatků získaných jednak v průběhu léčby CML  u 110 pacienů Hematoonkologické 

           kliniky v Olomouci, jednak jde  o vlastní zkušenosti z rozboru 193 vzorků periferní krve podobně léčených  

           pacientů z  Universitní kliniky Helsinské nemocnice ve Finsku. V prvém případě šlo o posouzení prognózy  

           hlavně na  základě využití cytogenetických a molekulárně biologických metod, ve druhém pak o 

           vyhodnocení  imunitního profilu subpopulací lymfocytů pacientů pomocí průtokové cytometrie a o jeho 

           srovnání s kontrolní skupinou zdravých dobrovolníků.               
               K použitým metodám nemám jako recenzent žádné výhrady; jde o špičkové technologie, jejichž užití 

           bylo v obou případech schváleno příslušnou Etickou komisí. Obě skupiny jsou representativní.Výsledky 

           sledování potvrdily současné  vysoké možnosti dosažení jak kompletní cytogenetické, tak také velké 

           molekulární remise u pacientů léčených imatinibem i dasatinibem, a to bez ohledu na předchozí léčbu    

           interferonem alfa. Celkového 6-letého přežití pacientů bylo dosaženo v 94% případů. Ve finské skupině 

           pacientů byly zjištěny některé statisticky významné rozdíly lymfocytárních subpopulací ve skupinách 

           léčených dasatinibem oproti imatinibu, další rozdíly se týkaly  i paměťového stavu T-lymfocytových 

           subpopulací a dendritických buněk.    
            Práce dle mého názoru splnila všechny vytýčené cíle; většinu dosažených výsledků, kterým je věnována 

           patřičná pozornost v diskusní části, lze považovat za originální, a to nejen v našich podmínkách. 

               Jako oponent si dovolím k informacím obsaženým v doktorandské disertaci vznést následující dotazy:         

· V souvislosti s diskutovanou leukemoidní reakcí (s.13) bych doporučoval doplnit zmínku o jejím výskytu zvláště u tbc, septických stavů a po terapii G-CSF. Jaké jsou cytogenetické parametry u tzv.  chronické neutrofilní leukemie,  případně  co je známo o výskytu této choroby v dostupné literatuře?

· Jaké je dnešní stanovisko k monoterapii vysokými dávkami interferonu alfa (Talpaz a spol.) ,event. v kombinaci s Dasatinibem, a dále ke splenektomii v průběhu nemoci, která byla většinou neúspěšně navrhována italskými autory (Baccarani a Tura) v 70- tých letech? 

· Má autor zkušenost s časnou alotransplantací do 1 roku po diagnóze choroby, u níž se udává až 55%  přežívajících pacientů po skončení 10- letého období? 

· Je uvedeno (s.74) , že výsledky nepotvrdily modulaci funkčních parametrů imunitního systému –      

                       jak  tedy vysvětlíme snížení IRI a zvýšení počtu NK buněk při léčbě Dasatinibem?

                  Ostatní připomínky se týkají pouze formálních nedostatků, chybiček a překlepů, např.:    

                 s. 8. - Benzol je dobře dokumentován jako etiologický faktor CML v Turecku (Ulutin a spol.).

                s. 10.- Chlorom postihuje kůži hlavy a krku; nemusí nutně provázet blastický zvrat.

                s. 42.- dostali klinických..…spr. dostali do klinických

                s. 52.- Manheim…spr. Mannheim (opakovaně).      

                s. 64.- s hypertenznej choroby…spr. s hypertenznou chorobou.   

                           Metoprolol je u manifestního srdečního selhání kontraindikován.

                s. 77.- ne kolitida – spíše enterokolitida (Crohnova nemoc).

                 Závěr
                    Disertační práce MUDr Petra Rohoně na téma: „Biologická charakteristika chronickej myelózy“

                    splnila vytýčené cíle a na základě detailně zpracovaného souboru vlastních vyšetřených nemocných

                    poskytla nové informace týkající se zejména genetiky a imunologie jako důležitých ukazatelů   

                    prognózy v rámci současné  terapie tohoto závažného, byť nepříliš častého onemocnění. Tyto 

                    poznatky tak mají všechny předpoklady k jejich následnému širšímu využití v hematologii i v dalších    

                    oborech  klinické a teoretické mediciny.  
                  Předloženou práci plně doporučuji k obhajobě, vzhledem k tomu,  že zcela splňuje podmínky

                      par. 72 Zákona o vysokých školách č. 111/98 Sb. Po její úspěšné presentaci před komisí a  

                      zodpovězení otázek v diskusi také navrhuji udělení příslušného vysokoškolského titulu.

                         V Olomouci dne 12. 8. 2010                                                           Prof. MUDr Ivo Krč, DrSc
Oponentský posudok            
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                                                                                                    prednosta KHaOH

Charakteristika a význam predloženej práce

     Dizertačná práca MUDr.Petra Rohoňa sa zaoberá dôležitou  a z hľadiska medicínskeho a celospoločenského závažnou problematikou. Biologická charakteristika  ochorení 

a biomarkery si hľadajú v súčasnosti svoje pevné miesto z hľadiska rozhodovacieho procesu i celkového manažmentu viacerých nozologických jednotiek. Vyšší podiel nových markerov vedie k lepšie pochopeniu patofyziológie CML, má význam v liečbe, pri objasňovaní príčin rezistencie na inhibítory tyrozinkinázy (TKI), ale aj pri riešení komplikácií a vedľajších účinkov terapie.
Formálna charakteristika

     Predložená dizertačná práca je napísaná na celkove 101 stranách textu, je doplnená o dokumentáciu, ktorá obsahuje19 tabuliek, 10 grafov a 15 obrázkov. Text je doplnený o zoznam použitých skratiek. V literárnom prehľade je citovaných až 278 prác. 67 prác je citovaných z obdobia posledných 2 rokov. Práca má obvyklé členenie. V teoretickom prehľade autor rozobral históriu vývoja cytogenetických a molekulových zmien  u CML, prehľad liečebných možnosti tak, ako sa dynamicky vyvíjali. Väčšiu časť venoval súčasným liečebným možnostiam, inhibítorom tyrozínkinázy (TKI), kde podrobne opísal mechanizmus pôsobenia liekov, nežiaduce účinky, ako aj rezistenciu na imatinib.

Diskusia je napísaná celkove na 7 stranách textu, je kritická a korektná.

Celkove je napísaná práca esteticky a prehľadne, v texte boli niektoré nepresnosti a drobné chyby (preklepy, chýbali písmená), avšak práca sa čítala veľmi dobre a ku teoretickej časti nemám pripomienky. 
Štatistické hodnotenie súboru sledovaných pacientov je adekvátne.

Ciele práce

    Dizertant si postavil za cieľ komplexné zhodnotenie prognostických ukazovateľov v populácii CML pacientov liečených imatinibom, ako aj popis imunologického profilu CML pacientov liečených rôznymi TKI,  pomocou metód prietokovej cytometrie a koreláciu nameraných hodnôt so zdravou populáciou.

Zistené výsledky

     Autor uvádza tak komplexné zhodnotenie prognostických ukazovateľov, prežívanie pacientov, dosiahnuté odpovede na liečbu v rôznych terapeutických podskupinách CML. Chorých rozdelil na podskupinu s primoterapiou imatinibom a podľa rizikovosti ako aj odpovede na liečbu.

Rezistenciu na imatinib dokumentuje aj kazuistikou.

V 2.časti sa venoval imunologickému profilu pacientov s CML, kde podrobne hodnotí podtypy B a T lymfocytov na základe CD markerov a nachádza aj odchýlky v skupine liečenej dasatinibom od zdravej populácie a liečených s imatinibom.

Nachádza vyššie zastúpenie NKT buniek produkujúcich IFN, ktoré spolu s ďalšou podskupinou T-lymfocytov môžu zohrávať významnú úlohu v imunologickej odpovedí,
pri minimálnej reziduálnej odpovedi, ale môžu byť aj nežiaducimi nepriaznivými účinkami liečby.

Uvedené vzťahy analyzoval vo vlastnom súbore a veľmi prehľadne sú zdokumentované v tabuľkách.

Pripomienky a otázky        

     Pripomienky formálneho charakteru  sú k niektorým chybám v texte, ktoré však neznižujú odbornú úroveň práce (nesprávny slovosled, zdvojené hlásky, chýbanie niektorých písmen, chybná citácia v texte a v literatúre 275 (274).

Vzhľadom na závažnosť sledovanej problematiky by som mala do diskusie následné otázky:

1. Ako vníma autor kombinovanú liečbu TKI: Už v primoterapii? Alebo až v čase rezistencie na imatinib? Kombinácia TKI+ IFNα? TKI+ON012380.

2. U akého percenta chorých s CML môže byť alogénna transplantácia v súčasnosti kuratívna?

3. Je pri dôkaze mutácie počas liečby s imatinibom vždy potrebné prejsť na TKI 2.generácie, alebo počkať na vzostup kvantity BCR-ABLtranskriptov?

Záver

    Predložená dizertačná prác MUDr.Petra Rohoňa prináša zaujímavé poznatky získané na vlastnom sledovanom súbore, ktoré rozširujú poznatky v klinickej praxi a umožňujú ovplyvniť manažment pacientov s CML, výsledky, ktoré v tomto kontexte zatiaľ chýbali.

Výsledky práce školiaceho pracoviska, školiteľa i dizertanta v uvedenej oblasti poznám, sú dokladom, že táto problematika je systematicky sledovaná a riešená, vrátane grantov.    

Na základe predloženej práce – jej výsledkov, ako aj doterajšej publikovanej činnosti MUDr.Petra Rohoňa konštatujem, že menovaný ukázal, že je schopný samostatnej vedeckej práce.

Prácu hodnotím  z hľadiska vedeckej priority vysoko pozitívne a odporúčam, aby MUDr.Petrovi Rohoňovi bol po úspešnej obhajobe bola udelená vedecko-akademická hodnosť „PhD“.

                                                                                              Prof.MUDr.Elena Tóthová,CSc.

                                                                                                     prednosta KHaOH

Oponentský posudek dizertační práce MUDr. Petera Rohoně „Biologická charakteristika chronickej myelózy“. 

   Dizertační práce je napsána na 101 stranách, z nichž 47 je věnováno přehledu současného stavu poznání o chronické myeloidní leukémii, 21 citované literatuře včetně seznamu vlastních prací věnovaných zkoumané problematice a 31 vlastní disertační práci. Součástí práce je i obsah,  přehled používaných zkratek a seznam 19 tabulek, 15 obrázků a 10 grafů. 

   Teoretický úvod věnovaný etiopatogenezi, diagnostice a léčbě chronické myeloidní leukémie (CML) obsahuje jak historickou kapitolu zaměřenou na objev Filadelfského chromozomu a jeho molekulární podstaty, tak nejnovější poznatky o signálních dráhách, roli BCR-ABL proteinu, molekulárních mechanismech progrese onemocnění .Obsáhlá kapitola je věnována současným možnostem léčby inhibitory tyrosinových kináz (TKI) první i druhé generace,  způsobům monitorování této léčby a hodnocení léčebné odpovědi. Detailně je představena studie IRIS, která poskytla zásadní podklady pro zařazení imatinibu do iniciální léčby CML, jsou podrobně vyjmenovány vedlejší účinky imatinibu, mechanismy rezistence k tomuto léku.a diagnostické metody příčiny rezistence odhalující. Pozornost je věnována inhibitorům TK druhé generace, mechanismu jejich účinku, vzniku rezistence,okrajově je zmíněna transplantace kostní dřeně jako léčebná modalita jejíž čas (s výjimkami) minul. Zkušenosti získané z úspěšné léčby  potransplantačního relapsu infuzí lymfocytů dárce štěpu (DLI) jsou podkladem kapitoly věnované imunoterapii CML, analýze poruch imunitního systému u pacientů s CML, efektu interferonu alfa a možnostem experimentální léčby CML včetně vakcinace, jejímž cílem je likvidace minimální residuální nemoci. Závěr teoretického úvodu patří současným léčebným doporučením pro pacienty s CML (hodnocení léčebné odpovědi, kritéria odpovědi pacientů na léčbu, algoritmus léčby TKI v chronické fázi, ale i ve fázi akcelerace a blastickém zvratu) jak je definovala Evropská leukemická síť (ELN). Celkově se dá shrnout, že teoretický úvod je napsán s nadhledem, moderně, srozumitelně a bez chyb a odráží nepochybnou hlubokou znalost a porozumění zkoumané problematiky autorem. 

   Vlastní výzkumná práce dr. Rohoně se skládá z komplexní analýzy prognostických faktorů skupiny 110 pacientů s CML léčených na Hemato-onkologické klinice FN Olomouc v desetiletém období  2000-2009 a výzkumného projektu realizovaného ve spolupráci s hematologickou klinikou Univerzitní nemocnice v Helsinkách na téma imunologického profilu detekovaného průtokovou cytometrií u pacientů s CML léčených různými TKI. 

   110 pacientů léčených TKI v prvním desetiletí 21.století v předním českém hematoonkologickém centru zosobňuje příběh úspěchu imatinibu v českých podmínkách, kde krátce po zveřejnění výsledků studie IRIS získal indikaci léku 2. volby a následně první volby v léčbě CML. Představitelé hematoonkologické kliniky (HOK) v Olomouci sehráli v rychlosti uvedení imatinibu na český zdravotnický trh zásadní roli, zapojili se do činnosti ELN, spoluvytvářeli doporučené postupy léčby a jejího monitorování. V personálně a technicky skvěle vybavených cytogenetických a molekulárních laboratořích HOK se zaváděly vysoce náročné metody nutné ke kontinuálnímu monitorování stavu nemoci a její reakce na léčbu u jednotlivých pacientů. Dr. Rohoň se do této komplexní péče zapojil a sehrál zde významnou roli. Jeho analýza prognostických faktorů úspěchu či neúspěchu léčby TKI je tak konkrétním příkladem aplikace posledních poznatků vědy do rutinní denní vysoce specializované péče o pacienty se závažným nádorovým onemocněním a dokládá úspěšnost myšlenky zřízení specializovaných hematoonkologických center s koncentrací odborníků – kliniků a vědců v České republice, v jejichž vzniku sehrál jeden ze školitelů dr. Rohoně, profesor Indrák coby dlouholetý předseda České hematologické společnosti zásadní roli. 94,5% z 110 pacientů žije při mediánu sledování 72 měsíců. Čtvrtina z nich zaznamenala cytogenetickou a molekulární progresi na léčbě imatinibem (8% z důvodu mutace v ABL kinázové doméně), klinicky významné nežádoucí účinky léčby byly pozorovány u 42% pacientů. Příznivými prognostickými faktory pro přežití bylo nízké a střední riziko dle Sokalova skóre, optimální léčebná odpověď dle časových bodů a úrovně hematologické, cytogenetické a molekulární odpovědi. 

   Imunologický profil CML pacientů při diagnóze a v průběhu léčby TKI vykázal při analýze průtokovou cytometrií jen málo rozdílů mezi pacienty léčenými imatinibem a zdravými kontrolami. Více rozdílů bylo zaznamenáno při léčbě dasatinibem (deregulace hladiny cytotoxických CD8+ lymfocytů, vyšší zastoupení monocytů, vyšší zastoupení NKT buněk v periferní krvi, redukce B lymfocytů v kostní dřeni, imatinib zvyšoval zastoupení regulačních T lymfocytů ve srovnání s dasatinibem). 

   V závěrečné diskuzi k vlastním pozorováním prokazuje dr. Rehoň znalost biologie CML, je schopen kritické analýzy dosažených výsledků, rozlišuje výhody i negativa jednotlivých laboratorních metod (neúspěch měření exprese WT1 genu jako markeru rezistence na imatinib). Imunologické vyšetření pacientů s CML mu slouží k úvahám o účinku TKI na imunitní systém a o perspektivách imunoterapie jako kurativní léčby CML, která má potenciál vhodně doplnit úspěch TKI eradikací leukemických kmenových buněk. 

   Práce dr. Rohoně splňuje požadavky kladené na dizertační práce. Autor je schopen vlastní vědecké práce a kritické analýzy dosažených vlastních výsledků ve srovnání se současným stavem poznání. Jeho práce vychází z velké zkušenosti předního českého centra pro léčbu pacientů s CML a přináší do této problematiky nové poznatky. Práce je napsána srozumitelně, bez překlepů a pravopisných chyb, obrazová dokumentace je odpovídající úrovně, stejně jako přehled aktuální literatury k problematice. 

K předložené práci mám následující dotazy: 

1. Znalost imunologické reakce organismu na léčbu TKI umožňuje autorovi se vyjádřit k rozporuplné indikaci profylaktické léčby TKI po provedené alogenní transplantaci kostní dřeně pro Ph+akutní lymfoblastickou leukemii bez ohledu na přítomnost minimální residuální leukémie. Dává tato léčba smysl? Ovlivňuje efekt štěpu proti leukémii? 

2. Cytometrické vyšetření lymfocytárních subpopulací při diagnóze a v průběhu léčby CML přineslo nejednoznačné výsledky. Jakou vidí autor perspektivu výzkumu imunologických parametrů CML ? Jak interpretuje vlastní dosažené výsledky z perspektivy dalšího výzkumu?

Závěr: Doporučuji předloženou práci k obhajobě a na jejím základě doporučuji udělení akademického titulu Ph.D. 

V Praze dne 13.7.2010












Prof. MUDr. Jan Starý,DrSc.
