Posudek na doktorskou disertacni praci:

MUDr. David Sumerauer
Detekce a ex vivo eliminace rezidualnich nadorovych bunék Ewingova sarkomu
perzistujicich v autolognich $tépech hematopoetickych kmenovych bunék.

Prace na 66 stranach textu s 24 tabulkami, 21 obrazkem a 116 citacemi shrnuje stale
otevienou a diskutovanou problematiku minimalni rezidualnich choroby u nadorovych
onemocnéni a jejiho vyznamu a dopadu na 1é¢ebnou strategii véetné ex vivo elimina¢nich
technik v ptipad¢ indikace vysokodavkované terapie s autologni transplantaci krvetvornych
bun¢k. Autor tak ¢ini na sestavé nemocnych s Ewingovym sarkomem.

Préce je doprovozena vyctem autorovych publikaci vztahujicich se k tématu: v ¢asopisech

s impact faktorem (celkem 8, z toho 2x jako prvy autor, 2x jako druhy autor), v ¢asopisech

S recenznim fizenim (celkem 5, z toho 1x jako prvy autor, 3x jako druhy autor) a piehledem
publikovanych abstrakt.

Dalsi ptilohu tvofi ¢tyfi publikované prace, bezprostiedné se vztahujici k problematice, na néz
se autor ve vlastni praci odvolava.

Po formadlni strance je prace velmi dobie zpracovand a dokumentovana vcetné seznamu
pouzitych zkratek a nemdm prakticky zadné ptipominky.

Z prace vyplyva velmi dobré teoreticka pfipravenost autora, coz je nutné ocenit zejména

z toho pohledu, Ze se jedna o praci vyzadujici znalosti a zvladnuti technik molekularné
biologickych, imunofenotypizac¢nich i praci s bunéénymi kulturami. Zarovei prokazal znalosti
Z oblasti klinické mediciny a schopnosti aplikovat ex vivo manipulované vzorky v ramci
klinické intervence. Jedinymi dvéma drobnymi poznamkami k teoretickym uvodim by
mohlo byt, Ze v kontextu celé préace s tak dobrou vlastni dokumentaci a literarnimi odkazy by
tykajicich se ex vivo €isténi a jejich klinického vyznamu, kdy dosud publikované studie je
nutné hodnotit velmi obezietné a teprve randomizované studie umoziiuji trochu jistejsi
Zavery.

V prvé Casti vlastni prace nazvané Experimentalni purging (str. 23-32) se autor vénoval
experimentim s mafosfamidem a etoposidem, v obou ptipadech s moznosti protekce
krvetvornych bunék pomoci amifostinu. Na zaklad¢ experimentii na bunéénych liniich a
kostni dfeni respektive perifernich progenitorovych buiikach dochéazi k zavérim:

- mafosfamid i etoposid vedou k vyrazné eliminaci nadorovych bunék

- pfidani amifostinu nevede ke sniZeni u¢innosti cytostatik

- mafosfamid i etoposid vedou k redukci koloniformnich bunék (CFU-GM, BFU-E) a

vys§im procentu apoptotickych CD34+ bun¢k

- pridani amifostinu k cytostatikiim nevede k vyraznéj$i protekci progenitorovych bunék
Zde bych se rad autora zeptal: Jak si vysvétluje fakt, ze se v jim provedenych experimentech
neprokazal protektivni u€inek amifostinu na progenitorové buiikky? Proc¢ byla dana piednost
kombinaci etoposidu 40 ug/ml + amifostinu 4mg/ml, kdyz z tab. 11 (str. 31) vyplyva, Ze
hodnoty CFU-GM i BFU-E se nelisily v experimentech s preinkubaci amifostinu ¢i bez ni.

Ve druh¢ ¢asti nazvané Metodiky detekce minimalni rezidudlni nadorové choroby (str. 33-
42), autor predvedl (jak je doloZeno i v pfiloZenych publikacich) brilantni zvladnuti metodik
umoziujicich monitorovani minimalni rezidualni choroby.

V kapitole nazvané Vysledky vySetteni klinickych vzorki (str. 43-59) se zabyva
problematikou, kterd pro klinika zlstava stale oteviena, je jaky klinicky vyznam zachytu



pfitomnosti nadorové populace citlivymi metodami pouzivanymi k monitorovani MRD a
jejich monitorovani po 1é¢be. U solidnich tumort nebo lymfomu vétSinou vyuzivame
kompartmenty (periferni krev, kostni dieni), kde sice muize byt vysledek negativni, ale to jesté
nemusi nic nevypovidat o chovani tumoru v primarnich nebo metastatickych lokalizacich. Je
pfitomnost tumoru v ,,minimalnim* mnoZzstvi nezavislym prognostickym faktorem? Je jeji
vymizeni na této urovni samostatnym nezavislym prognostickym faktorem? Nebo jen
reflektuje vyssi citlivost tumoru, nebo obecné mensi nddorovou naloz, o cemz se mizeme
piesvedcit 1 jinymi metodami (napt. i PET vySetfenim). Na omezeném souboru nemocnych,
ktery je vSak ve srovnani s publikovanymi soubory relativné velky (!), je obtizné dospét k
,,definitivnim* zavéram, coz autor v diskusi reflektuje.

V kapitolach nazvanych Vysledky vysetteni §tépti ur¢enych ke klinickému pouziti a Vysledky
transplantaci (str. 60-65) autor demonstruje klinickou pouzitelnost vyse zminénych metod. Ex
vivo purging je klinicky aplikovatelny bez vyraznéjsiho rizika komplikaci ve srovnani

S pouzitim neciSténych $té€pti a metoda inkubace s etoposidem a amifostinem se jevi z pohledu
toxicity jako klinicky pfijateln&jsi ve srovnani s deferoxaminem. To, co klinika nejvice
zajima, je otazka: a ma ex vivo purging vyznam?

Mam na autora dotaz: Jak si vysvétluje ,,netispéSnost® ex vivo purgingu u dvou nemocnych,
kteti byli MRD pozitivni pied i po ex vivo purgingem?

Zavérem bych nejprve znovu pripomnél dotazy, které jsou spise védeckou diskusi a které
jsem vétSinou jiz zminil:
- Jak si autor vysvétluje fakt, ze se v jim provedenych experimentech neprokazal
protektivni ti¢inek amifostinu na progenitorové bunky?
- Pro¢ byla déna pfednost kombinaci etoposidu 40 ug/ml + amifostinu 4mg/ml
- Jaky vyznam autor osobné& pfipisuje zachytu pfitomnosti nadorové populace v
,minimalnim* mnozstvi (molekularné biologické metody) v kompartmentech, které
nejsou pro nador ,,vlastni* (kostni dien, periferni krev)
- Jak si autor vysvétluje ,,neuspesnost* ex vivo purgingu u dvou nemocnych, ktefi byli
MRD pozitivni pted i po ex vivo purgingem?
- PovaZuje ex vivo purging za standardni metodu u nemocnych autologné
transplantovanych.

Celkové hodnotim praci véetné publikacnich vystupu jako velmi dobrou a plné spliujici

kritéria a pfedpoklady autora pro samostatnou tvotivou védeckou praci a pro udéleni
doktorského titulu PhD, které doporucuji.
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