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V Olomouci dne 27. 2. 2023

Spectabilis vazeny pane dékane,

k oponentufe mi byla predloZena disertacni prace MUDr. Pavla Vodarka, studenta
doktorského studijniho programu Vnitfni nemoci, vypracovana na IV. interni hematologické
klinice FN a LF v Hradci Kralové pod vedenim Skolitele doc. MUDr. Davida Belady, Ph.D.
na téma ,Komplexni hodnoceni imunitnich defektll u nemocnych s chronickou lymfocytarni
leukémii.

Struktura prace je koncipovana standardné, cCita 112 stran rozdélenych mezi 11
kapitol, spis obsahuje 20 tabulek, 18 obrazk( a uvedeno je 211 vhodné zvolenych literarnich
odkaz(.

Doktorand si ve sveé praci vytkl nasledujicich cile:

1. Analyzovat odliSnosti parametrd bunéfné a humoralni imunity mezi dosud
neléCenymi nemocnymi s indolentni, k IéEbé neindikované chronické lymfocytarni
leukémie (CLL), a progredujici, k Ié¢bé indikované CLL

2. Porovnat analyzované parametry nemocnych s CLL se zdravymi kontrolami
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3. Posoudit zmény vySetfovanych parametrd u léCenych pacientd vlivem 1. linie
terapie pomoci chemoimunoterapie (CHIT)

4. Zhodnotit, zda zkoumané parametry imunitnich funkci nebo jejich zmény po 1é¢bé
u pacientd s CLL maji souvislost s frekvenci infekénich komplikaci

5. Popsat prognosticky vyznam téchto parametrt a souvislost s bézné vySetfovanymi

prognostickymi ukazateli

Prace byla koncipovana jako unicentricka observacni studie, do které byli zafazeni
pacienti s CLL sledovani a pfipadné IéCeni na IV. interni hematologické klinice Fakultni
nemocnice v Hradci Kralové od zafi 2013 do listopadu 2020. Celkem bylo zafazeno 129
pacientl, celkem 45 nemocnych mélo v dobé zafazeni neaktivni chorobu bez nutnosti
zahajeni terapie. 84 nemocnych mélo v dobé zafazeni aktivni onemocnéni dle
mezinarodnich kritérii (iwCLL) s indikaci k zahajeni protinadorové IéEby. Opakovany odbér
po |éCbé probéhl u 58 sledovanych nemocnych. Doktorand dale uvadi, ze kontrolni skupinu
pro vySetfeni buné&nych populaci tvofilo 34 zdravych darct krve odebranych na transfazni
stanici (median véku 60 let; rozpéti 43-67), z nichz bylo 56 % muza.

Jadrem metodiky komplexniho hodnoceni imunitnich defektl u pacientd s CLL bylo
méfeni absolutnich a relativnich poctt celkovych T-ly, CD4+ T-ly, CD8+ T-ly, CD4+CD8+
T-ly, CD4-CD8- T-ly, celkovych B-ly, klonalnich B-ly, polyklonalnich B-ly, T-reg, NK bunék a
NKT bunék pomoci prutokové cytometrie. Dale byly v ramci CD4+ i CD8+ kompartmentu
hodnoceny absolutni i relativni pocty jednotlivych subpopulaci, tedy naivnich T-ly, TCM,
TEM a TEMRA bunék. Sérové koncentrace IgG, podtfid IgG1-4, IgA, podtfid IgA1-2 a IgM
pak byly zméfeny imunonefelometricky pomoci komeréné dodavaného kitu. U vSech
pacientl byla provedena elektroforéza sérovych bilkovin a v pfipadé detekce vrcholu v y
oblasti byla doplnéna imunofixace k vylou€eni pfitomnosti pfipadného paraproteinu.
Doktorand dale u pacientd hodnotil zvykla data vztahujici se k zakladnimu onemocnéni -

krevni obraz a stadium dle Raie v dobé odbéru krve, data o infekénich komplikacich,
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mutacni stav IGHV, pfitomnost mutace genu TP53 vedouci k jeho dysfunkci (vySetfovano
Sangerovou sekvenaci), data o chromozomalnich aberacich (vySetfovano stimulovanym
karyotypem a fluorescencni in situ hybridizaci [FISH]) a data o Ié€ebné odpovédi. Dale bylo
evidovano datum posledni kontroly, pfipadné zahajeni nasledujici [éCby a umrti. Na zakladé
téchto dat pak byly vypocitany intervaly do zahajeni jakékoliv protinadorové |éCby IéCby
(TTFT) a délka celkoveého preziti (OS) u nemocnych s neaktivni chorobu, ktefi nebyli Ié€eni,
a doba do zahdjeni dalSi léCby (TTNT) a OS u nemocnych s progredujici chorobou,
indikovanych k |éCbé.

Statisticka analyza byla provedena dle pfedem zvolené standardni metodiky, vSechny
hypotézy byly testovany na hladiné vyznamnosti 0,05.

Cile, které si doktorand vytknul, byly v jeho praci splnény.

1. Doktorand potvrdil, ze nemocni s progredujici chorobou méli vyrazné nizsi
koncentrace vSech tfid i podtfid imunoglobulind (Ig), nez nemocni s neaktivni chorobou. P¥i
studiu parametrl bunécné imunity zjistil, ze progredujici nemocni méli vyssi absolutni pocet
bunék ve vSech hlavnich populacich (CD4+ TCM, CD4+ TEM, CD8+ TCM, CD8+ TEM a
CD8+ TEMRA) kromé polyklonalnich B-ly, CD4+CD8+ T-ly, NK a NKT bunék.

2. Pfi srovnani analyzovanych parametri nemocnych s CLL se zdravymi kontrolami
nenalezl doktorand statisticky vyznamné odlisny median pomért CD4+:CD8+ T-ly zdravych
kontrol od nemocnych s neaktivni chorobou, a ani od nemocnych s progredujici chorobou.
Dale popsal, ze absolutni poc¢ty hlavnich bunéénych populaci (s vyjimkou CD4+CD8+ T-ly
a polyklonalnich B-ly) byly u nemocnych s neaktivni chorobou naopak statisticky vyznamné
vy8Si nez u kontrol. Co se tyCe funkénich subpopulaci, méli nemocni s neaktivni chorobou
ve srovnani s kontrolami statisticky vyznamné vysSi relativni poCet CD4+ TCM a absolutni
pocty CD4+ TCM, CD8+ TCM a CD8+ TEMRA. Obdobné, nicméné jesté vyraznéjsi byly
popsany rozdily mezi nemocnymi s progredujici chorobou a kontrolami.

3. Pfi srovnani hodnot Ig pfed a po |é€bé (CHIT) doktorand uvadi, Ze jedinou statisticky

vyznamnou zménou byl vzestup hladiny IgA. Pfi bliz8i analyze pak nalezl statisticky
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vyznamné zmény pouze ve skupiné léené rezimem FCR (vzestupu IgA, 1gG2, IgAl).
Zmény po rezimu BR a chlorambucilovych rezimech nedosahly statistické vyznamnosti.
Z pohledu zmén vSech hodnocenych bunéénych populaci jejich absolutni pocty statisticky
vyznamné poklesly, a kromé& CD4+ TEM a CD8+ TEM byl pokles hodnot po l1éEbé dokonce
pod uroven pozorovanou u nemocnych s neaktivni chorobou. Relativni zastoupeni
funkcnich subpopulaci se zménilo ve prospéch TEM bunék na ukor naivnich a TCM bunék
v CD4+ i CD8+ kompartmentu.

4. Doktorand nenalezl mezi nemocnymi s a bez infekce statisticky vyznamny rozdil v
koncentracich Ig, a to jak u skupiny nemocnych s neaktivni, ta i progredujici chorobou.
Pacienti s neaktivni chorobou, ktefi prodélali infekci, méli statisticky vyznamné vySSi
absolutni pocet klonalnich B-ly, vySsi relativni poCet klonalnich B-ly, niZsi relativni pocet
polyklonalnich B-ly, NK bunék a CD4+ T-ly. U nemocnych s progredujici chorobou s
infekcemi a bez infekci v anamnéze byly nalezeno pouze niz8i zastoupeni naivnich CD4+
T-ly a vysS8i absolutni poc¢et CD8+ TEM.

5. Z hlediska souvislosti hladin imunoglobulint a vybranych prognostickych ukazatell
byli zvlast hodnoceni pacienti s neaktivni chorobou (zde vyrazné rozdily nalezeny nebyly) a
nemocni s progredujici CLL. U této podskupiny doktorand zjistil, Ze pacienti s nemutovanymi
IGHV maji vySSi koncentrace IgG, IgM a IgG1. Dale nalezl vysSi koncentrace IgA a IgA1 u
pacientl s mutaci genu TP53 a / nebo deleci 17p. Pacienti s progredujici CLL a pfitomnou
deleci 17p a / nebo deleci 11q méli vysSi koncentrace 1gG, IgM, IgG1 a IgG3. V dalsi ¢asti
prace pak doktorand obdobné popsal rozdily v zastoupeni zkoumanych bunécnych populaci
u obou skupin pacientd.

V kapitole diskuze pak doktorand své vysledky porovnava s udaji svétového
pisemnictvi, jednotlivé nalezy a jejich vyznam fundované komentuje, upozorfiuje na dilezité,
nové Ci dokonce prioritni pozorovani svého vyzkumu (vzestup IgA po CHIT). Doktorand
upozorfiuje na to, Ze na fadu otazek je tfeba jesté dale hledat odpovédi, formuluje nékteré

hypotézy pro dalSi vyzkum a je si zaroveri védom limitl analyzy svého souboru. To vSe
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dokladuje jeho detailni a dlouhodobé studium této problematiky a jeho neoddiskutovatelné
znalosti v oblasti imunitnich poruch spojenych s CLL.

Pokud vySe uvedené shrnu, pak:

a. Je predloZzena prace zvolena na dulezité a aktualni téma, které bude jisté predmétem
dalSiho védeckého studia i v éfe cilené |1éEby CLL rezimy bez pouziti chemoterapie
b. zvolené metody zpracovani disertace jsou na velmi dobré urovni, data jsou shrnuta do
tabulek a grafu s adekvatni statistickou analyzou
c. vysledky disertace pfinaseji nové, v nékterych ohledech dosud nepublikované
poznatky, studovana problematika ma vyznam pro rozvoj védniho oboru, a i do
budoucna ma ambici byt pfinosem pro aplikaci do rutinni klinické praxe
d. vytCené cile prace byly spinény
e. k predlozené praci mam nasledujici dotazy:
Které zde uvedené parametry bude uziteCné sledovat v klinické praxi v éfe cilené
I&éCby inhibitory bunécnych drah?
Dnes se diskutuje otazka ucelnosti kombinace téchto inhibitorll s monoklonalnimi
protilatkami (nejCastéji anti-CD20). Jaky je Vas pohled, zejména pokud se jedna o

aspekt ovlivnéni parametr imunitnich funkci protilatkami?

PfredloZeny spis splfiuje naroky kladené na disertacni praci, doktorand ma pfedpoklady
k samostatné tvurci a védecké Cinnosti, a proto doporucuiji pfedloZenou disertacni praci jako
podklad k obhajobé& podle paragrafu 47 VS zakona 111/98 Sb.
S kolegialnim pozdravem,

Prof. MUDr. Toma$ Papajik, CSc.
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