Oponentsky posudek disertace

Mgr. Jilia Starkova:
Nové pristupy lécby u pacientli s TEL/AML1 pozitivni akutni lymfoblastovou leukemii

Disertace je psana v €estiné, vlastni text prace kon¢i na str. 48, do strany 110 nasleduji ptilohy. Je
¢lenéna standardnim zptisobem na obvyklé kapitoly, atypii je pouze to, Ze za Materialy a metody
I nasleduje kapitola Vysledky I, a ta je nasledovana kapitolami Materialy a metody Il a Vysledky
I1. Kapitoly Uvod a Cile disertace obnaseji 23 stran, coZ je ponékud velky podil. Je dan velice
struénou formou popisu materidlii a metod, vysledki, i velmi stru¢nymi kapitolami Zavéry a
diskuse I a Zavéry a diskuse II. Disertace se tyka preklinického molekularniho vyzkumu jednoho
z nejrozsifenéjSich subtypi pediatrickych akutnich lymfoblastickych leukemii (ALL), a to ALL

s t(12;21) a jejim produktem, fuznim genem TEL/AMLL. Prvni blok studii se vénuje
mechanismiim u¢inku L-asparaginazy (L-asp) na TEL/AML1+ ALL bunky, druhy se zabyva
studiem inhibitort histondeacetylazy (HDAC-i) u téchto bunék. Byly studovany bunky od
pacientil s ALL z motolské détské kliniky, vétSina experimentl byla provedena v modelu
ustanovené leukemické bunécné linie REH, jejiz bunky nesou t(12;21).

Autorciny vysledky nepodporuji diivéjsi teorii, Ze pacienti s ALL s fuznim genem TEL/AML1
maji lepSi prognozu nez ostatni ALL diky niZsi expresi aspartat-syntetazy (AsnS). Prokéazala
naopak zvysenou kvantitativni expresi AsnS v burnikach od téchto pacientil, vyssi nez u jinych
subtypit ALL anebo u akutnich myeloidnich leukemii. Nicmén¢ 1ze diskutovat, zda se zde
nejednd o zpétnovazebny mechanismus, pfi kterém by fakticky deficientni pool asparaginu

v buiice indukoval zvySeni exprese AsnS. Velice pfinosné pro praxi je dalsi zjiSténi, Ze u pacientt
s TEL/AML1+ ALL po terapii podle protokolu BFM (s pouzitim relativné vyssi kumulativni
davky L-asp) s vysokou expresi AsnS nedochazi k relapstim, zatimco u pacientii s niz8i expresi
AsnS dochazi k ¢etnym, predev§im pozdnim relapsiim. U relabujicich pacientti v§ak nebyl
porozovan rozdil v expresi AsnS v dobé relapsu a v dobé€ diagnézy onemocnéni. Zajimavym
exprimentem byl 28-denni pokus, ve kterém se autorka snazila ,,simulovat® uc¢inky opakovanych
aplikaci L-asp (tak, jak je podavana v klinickém protokolu BFM) v in vitro modelu u buné¢k REH.
Na rozdil od TEL/AML1- ALL bunék, REH buriky opakované exponované L-asp se ani 19 dni po
odmyti L-asp z média nezacaly mnoZit, vysoké procento z nich ziistalo v Go/G, fazi cyklu (podle
DNA analyzy). V druh¢ ¢asti své disertace Mgr. Starkova uvadi vysledky svych studii HDAC-i
(valproatu a trichostatinu A; VPA a TSA). Oba HDAC-i mély ponékud odlisné u¢inky na
proliferaci REH bun¢k — VPA je zabrzdil v Go/G; fazi a podle autorky patrn¢ indukoval apoptézu
(nerozumim vSak, pro¢ hovoti o apoptdze, aniz by byl pozorovan pokles Zivotnosti bunck),
zatimco TSA ptsobil vice cytotoxicky. Dale autorka zkoumala mozny vliv HDAC-i a
remodelovani chromatinu na posun v diferenciaci bunék, zjistované pomoci imunofenotypu
(exprese CD10, CD19, CD20, TdT a RAG-1). Mirna indukce CD10 antigenu (z pivodni
negativity k ,,dim* pozitivit¢) a dal$i minoritni zmény exprese antigentt bunck REH tdajné
svédcily pro urcity diferenciaéni posun. K podobnému posunu nedoslo u ALL linii s expresi
jinych fuznich gend. Myslim vSak, ze toto pozorovani nelze interpretovat jako odstranéni
diferencia¢niho bloku u bun¢k REH. (Navic, i kdyby tomu tak bylo, museli bychom si klast
otazku reverzibility takového procesu — k odhadu by pomohlo 1 morfologické hodnoceni, event.

s doplnénim analyzy funkéné dominantnich jadérek podle Smetany). Dale autorka studovala
funk¢ni regulaci genu granzymu B (GZB) pomoci luciferazové eseje a zjistila represi jeho
aktivity u bunék, nesoucich fuzi TEL/AMLL. Represivni G¢inek bylo mozné zrusit pomoci
HDAC-i. Nasledn¢ se pak snazila identifikovat cilové geny TEL/AML1 srovnanim expresnich
profili TEL/AMLL1 pozitivnich a negativnich pacientskych ALL bun¢k a HDAC-i ovlivnénych a
neovlivnénych bunék pomoci mikrocipu a hierarchické analyzy klastrii. Byly vytypovany
kandidatni geny se snizenou, event. zvySenou expresi u TEL/AML1+ bunék. Zménéna exprese
téchto genti byla potvrzena pomoci kvantitativni RT-PCR. Po plisobeni VPA byly tyto zmény

v expresi vyznamné mensi. Proto zavérem autorka navrhuje uziti HDAC-i (uvazuje o valproatu)
v 1éEbé minimalniho rezidualniho onemocnéni ALL s TEL/AML1 fuzi. Pfedpoklada patrné, ze



tato ,,normalizace® exprese cilovych genti TEL/AML1 pomoci HDAC-i by mohla pomoci zabranit
v proliferaci rezidualnim buiikdm. Nakolik je to redlné ukaze az dalsi preklinicky a klinicky
vyzkum.

Po formalni strance, hned ivodem musim zminit vyrazny atribut hodnocené disertace: je psana
velice kultivovanym, a pfitom ¢tivym a srozumitelnym jazykem, formulace jsou jasné a
jednoznacéné. Preklept a formulaénich nedostatkli jsem nalezl minimum. Nazev disertace vSak
nevystihuje dobfe téma vyzkumné prace — netyka se klinické terapie ALL (jak by z ndzvu mohlo
byt chapano), nybrz laboratorniho vyzkumu, jak jiz uvedeno. V kapitole Uvod nas autorka
systematicky vede od vSeobecné charakterizace ALL a jejich klinickych souvislosti az ke
specialnim tématiim, posléze feSenym v praci, napt. k problematice metabolismu asparaginu,
anebo k otdzce remodelace chromatinu a roli HDAC komplexu. Tato kapitola je velmi piehledna
a dobie napsana, autorka prokazuje Siroké znalosti a piehled v oboru. V jednom z dvou obrazki
(obr. 2 na str. 23) chybi jeho popisek. Tabulka 2 je v€lenéna v textu na str. 23 bez jakéhokoli
nazvu. Jde o nascanovanou tabulku z publikace jinych autorti. Disertace sice nema velky
»haklad®, ale jde oficialni publikaci univerzity a k publikaci ciziho materialu by bylo zapotiebi
uvést souhlas autorii a nakladatele. Cile disertace jsou spravné formulovany. Materialy a metody
jsou sice ucelené, avsak pouze velmi strué¢né uvedeny, ¢asto s odkazy na podrobnéjsi popis

v ptilozenych autor¢inych publikacich. Tato stru¢nost neni adekvatni zfejmé metodické
narocnosti pfedlozené prace, fadu metodik si musela autorka prioritné zavést. Na tomto misté
musim uvést svilj dojem, ze predlozena disertace je vysledkem patrné velice tvrdé prace, nestoji
na jedné metodé&. Vysledky jsou podany rovnéz velmi stru¢né, srozumitelné a jasné, jsou vSak
kterych musela dosdhnout pfi zavadéni metodik samotnych. Vyhrady mam ke kvalité obrazk
(celkem v disertaci 13, vysledki se tyka 11 z nich). Nékteré jsou prilis malé a limitné Citelné.

V obr. 6 na str. 23 chybi nazev osy y. Obr. 8 na str. 34 je pfiliS drobny, ndzev osy y je
nejednoznacny (,,pocet b. v M.“ — milionech na ml? v ml? v médiu?). Je hlife srozumitelny

1 proto, Ze 1 jeho legenda je pfilis kusa (o néco lépe je stejny vysledek vyobrazen v ptilozené
autor¢ing publikaci v Transf. hematol. dnes). Nejvétsi vadou disertace v mych ocich je fakt, ze
autorka spojila zavéry s diskusi. Na Skodu vyznéni celé disertace je tato kapitola pfili§ strucna, je
vlastné€ pouze shrnutim vysledkd, jen misty s jejich (opé€t stru¢nou) interpretaci. Zcela chybi
porovnani vlastnich vysledku s vysledky jinych praci o daném problému, v celé diskusi je
uvedena pouze 1 (!) citace, ktera se navic tyka vysledkt disertace jen nepfimo. Jsou piilozeny

4 autorciny publikace, z toho ve 2 ptipadech je prvni autorkou praci v zahrani¢nich Casopisech

s vysokym impact faktorem (IF; ¢lanek vysly v Leukemia, resp. ¢lanek jiz ptijaty do tisku v Clin.
Cancer Res.). Déle je Mgr. Starkova prvni autorkou ¢lanku v Transf. hematol. dnes

a spoluautorkou ¢lanku uvefejnéného Cs. pediatrii. Za ptilohami nasleduiji citace uzité v disertaci
(celkem 157). Jsou uvedeny zcela systematicky, vancouverskym stylem. Na konci disertace je
uveden seznam publikaci kandidatky, s celkem poéetnymi abstrakty a prednaskami v Cesku

1 zahranici. Na zavér je seznam zkratek (chybi tam jen vysvétleni pojmu ,,MTT*). Nebyl mné
zaslan autoreferat — existuje?

Celkovy dojem: Cela koncepce prace pod vedenim Skolitele Doc. Trky je velice promyslenad,
vytycCuje a fesi logicky krok za krokem diilezité otazky spojené s efektivitou 1é€by ALL. Pouzité
moderni metody jsou zpravidla zcela adekvatni zkoumanym problémim. Vysledky prace jsou
patrn¢ v mnohych ohledech prioritni a extrémné zajimavé — to ostatné potvrzuje jejich
publikovatelnost v ¢asopisech s vysokym IF. Je vSak Skoda, ze v Diskusi nedokdzala autorka tyto
aspekty své prace vyzdvihnout. Cela disertace je dle mého soudu pfipravena s mensi peclivosti
nez zminéné publikace. Ptes své vytky, tykajici se zpracovani disertace, jsem presvédcen, Ze
kandidatka ve své disertaci jasné prokazuje své predpoklady k samostatné tvotivé védecké praci a
proto doporucuji, aby ji byl udélen titul Ph.D.
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