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Oponentsky posudek disertacni prace MUDr. Lenky Hejretové s nazvem ,,Imunitni monitorace

a imunoterapie po alogenni transplantaci krvetvornych bunék® - doktorsky studijni program

Anatomie, histologie, embryologie na Lékarské fakulté Univerzity Karlovy v Plzni.

Jedna se o disertaéni praci vénovanou vybranym moZnym formam bun&éné imunoterapie,
které lze vyuZit po alogennich transplantacich krvetvornych kmenovych buné&k (alloHSCT),
a to jak v lécbé jejich zavaznych komplikaci, tak relapsi onemocnéni, pro které byli pacienti
transplantovani.

Disertacni prace ma 115 stran. Bez Seznamu pouZivanych symboll a zkratek, Seznamu
pouzité literatury, zavérecného Podékovani a Pfiloh je ¢lenéna do 3esti zakladnich kapitol. Témér
polovinu textu pfedstavuje Uvod seznamujici s hlavnimi principy alloHSCT, vyznamné |éZebné
metody a formy adoptivni imunoterapie fady, zejména hematoonkologickych, onemocnéni. Kromé
pfehledn& a srozumitelné popsanych hlavnich postupl (pfipravné reZimy, profylakticka
imunosuprese), zdroji krvetvornych kmenovych bunék (vyb&r darce, kostni dfei periferni
nebo pupeénikova krev, jako moZné transplantované Stépy) a imuno(pato)fyziologickych
mechanismu, které se u alloHSCT uplatriuji, jsou uvedena i hlavni Uskali této 1€Cby, rozvoj nemoci
§tépu proti hostiteli (GvHD) a relaps zakladni choroby. Na uvedenou standardni |éCbu téchto
komplikaci navazuji body pfedstavujici dal$i terapeutické moZnosti. Po monoklonalnich
a polyklonanich protilatkach, extrakorporalni fotoforéze, JAK 1/2 inhibitorech v lecbé GvHD
a aplikaci neselektovanych darcovskych lymfocyt(l, event. druhé transplantaci v pfipadech relapsu
primarniho onemocnéni, jsou na zavér Uvodu predstaveny moznosti specifické bunééné
imunoterapie hlavnich potransplantaénich komplikaci, aplikace mezenchymalnich kmenovych
bunék (MSC) a invariantnich NKT lymfocyt( (iNKT). U obou typl imunoterapie jsou popsany
studované buné&c¢né subtypy a uvedeny mechanismy imunomodulace ovliviiujici GVHD a u iNKT

také riziko relapsu/progrese nadoru.
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Hlavni cile disertaéni précé byly: 1) porovnat imunomodulaéni potencial I&Civych pfipravki
(LP) z poolovanych MSC a MSC od jednotlivych darcl, 2) porovnat kompozici riznych Sarzi MSC
jako LP, 3) zhodnotit kinetiku iINKT po alloHSCT a event. nalézt optimalni timing pro jejich odbér
a 4) porovnat imunomodulaéni viastnosti MSC a iNKT. Vysledky mély ovéfit tyto hypotézy:
1) poolovani MSC zvy3uje jejich imunomodulaéni potencial, 2) rizné Sarze MSC se li§i ve svych
vlastnostech, 3) b&hem rekonstituce imunitniho systému po alloHSCT narustaji i poéty iINKT
a 4) imunomodulaéni potencial MSC a iNKT se nelisi.

Imunomodulaéni potencial LP z MSC od jednotlivych darci a poolovanych se nelisil (tento
vystup byl publikovan jako plvodni prace v ¢asopise s impakt faktorem), taktéz nebyly shledany
vyznamné rozdily v metabolické a proliferacni aktivité. Proliferace MSC nebyla asociovana s jejich
imunomodulaénim potencidlem. SarZe ziskané do roku 2016 obsahovaly vy3si poéty MSC
neZ 3arze z pozdéjsiho obdobi, u vech vsak bylo dosaZeno minimaini terapeutické davky. Sarze
se v8ak nijak neliily ve viabilité bunék a jejich Cistoté. Mé&feni potransplantacni kinetiky iINKT
nepotvrdilo linearni narist této bunécné populace v Case se stoupajicim poctem leukocytd, navic
byly zaznamenany interindividualni rozdily mezi pacienty, a to i z hlediska jednotlivych subtypa
a exprese CD62L. Imunomodulaéni potenciadly MSC a iNKT se nelidily. Vysledky prace nepotvrdily
hypotézy, Ze: 1) poolovani MSC od rdznych darct zvySilo jejich imunomodulacni potencial,
2) s potransplantaéni rekonstituci imunitniho systému v ¢ase narlstaji pocty iINKT. Naopak byly
potvrzeny hypotézy, Ze: 1) se rizné Sarze MSC (zejména v obdobi do 2016 a od 2017) vyznamné
lisily v celkovych poétech ziskanych bunék (ne vSak ve viabilité a Cistot&€ buné&cnych linii)

a 2) imunomodula&ni potencial MSC a iNKT je srovnatelny.

Hodnoceni predlozené disertacni prace:

a) Zvolené téma prace je aktualni a v ramci Ceské republiky (center provadgjicich alogenni
transplantace krvetvorby) je FeSeni této problematiky specifické adoptivni imunoterapie
vyjimecné.

b) Podrobné je rozvedena metodika zpracovani vzorkd a dalsi manipulace s cilovymi
bun&énymi produkty (MSC a iNKT). Adekvatni je i statisticka analyza mé&fenim ziskanych
dat.
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c)

d)

Vysledky prace jsou pfinosné. Vyznamne je potvrzeni imunomodulaéniho potencialu MSC
i INKT, ktery je srovnatelny. Velka interindividualni variabilita v potransplantaénim vyvoji
poctd iNKT, jejich jednotlivych subpopulaci a povrchové exprese CD62L, ale i absence
jejich korelace s expresi CD1d na monocytech u relativné malého souboru pacientl zatim
neumoznila formulovat dalsi validni zaveéry.

Prace dopliuje a svym zpusobem validuje néktera data publikovana v minulych letech.
Zavéry tykajici se imunomodulaéniho potencidlu MSC jako LP od jednotlivych
a poolovanych od nékolika darci publikovala vimpaktovaném periodiku také autorka
disertace. Pfinosem je i samotné zavedeni metodiky zpracovani, kultivace, kokultivace,
kryokonzervace a analyzy uvedenych bunéénych populaci. Zdokonalovani a standardizace
téchto metod jsou nezbytné pro pfipravu LP (MSC k dispozici v IéEbé SR-GVHD jiz nékolik
let), ale i dalSi studium potransplantaéniho vyvoje riznych populaci imunokompetentnich
bunék a mozZnosti jejich vyuZiti v prevenci nebo 1é€bé zavaznych komplikaci alloHSCT,

véetné relapsu primarniho nadorového onemocnéni.

Pfipominky a dotazy:

Mam nékolik formalnich pfipominek. Za hlavnim textem je uveden ,Seznam pouzZivanych

symbolll a zkratek” a stejny nazev této &asti by mél byt pouzit i v Obsahu. VétSina zkratek

je vSak vysvétlena jiZ v textu, takZe jejich seznam je zbyte¢ny (a nékteré z nich ani neobsahuje).

Pokud by zkratky v textu vysvétleny nebyly, bylo by vhodné&jsi uvést seznam na zaCatku prace,

pred textem. Pfilohy na konci disertaéni prace obsahuji sice znatné mnozstvi grafl a tabulek,

ale domnivam se, Ze by zafazeni téchto vysledkd pfimo k odpovidajicim kapitolam (napf. grafy

potransplantaéniho vyvoje poctl iINKT do kapitoly 4.3.1 Kinetika rekonstituce iNKT) bylo mozna

prehlednéjsi a ¢tivéjSi. Na str. 50 je odkaz uveden mylné& na obraze 13, ale mél by to byt zfejmé
obrazek 15 (na str. 52).
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2)

Zaver:

Na autorku mam dva dotazy:

Imunomodulaéni u€inky LP MSC poolovanych a od jednotlivych darct se in vitro
v predloZené praci neliSily. Pokud byly tyto LP (,poolované“ a ,jednotlivé*) podany
nemocnym se SR-GvHD, byly mezi nimi pozorovany néjaké rozdily v klinickém vyvoji
(i kdyZ pfi uvedeném poctu toto ziejmé nelze validné statisticky hodnotit)?

Soubor 22 nemocnych je velmi heterogenni, a proto nepfekvapuje interindividuaini
variabilita potransplantaéniho vyvoje podtd iINKT. AvSak nékteré ,pacientské“ grafy
a standardizované hodnoty iNKT v Pfiloze 1 maji podobny profil kinetiky. Na Obrazku 14
jsou uvedeny Ctyfi reprezentativni pfiklady té&chto profilG (pacienti 3, 13, 15 a 22). Lisily
se tyto ,INKT profilované typy“ nemocnych v parametrech, které bezesporu ovliviuji
potransplantacni rekonstituci imunity (napf. HLA inkompatibilité, aplikaci in vivo T-deplece,
rozvoji GVHD, lé¢bé steroidy apod.)?

Doporuduji pfedioZenou disertaéni praci MUDr. Lenky Hejretové k obhajob& a udéleni

akademického titulu doktor (Ph.D.) podle § 47 Zakona o vysokych $kolach ¢. 111/98 Sb.
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