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Autorka predlozila habilitacnu pracu v rozsahu 204 stran. V uvode prace st definované granty, za
podpory ktorych tato praca vznikla, konstatuje kde bola realizovand klinickd cCast’ projektu
(Pneumologicka klinika 1.LF UK a Thomayerovy nemocnice) a laboratérna cast’ projektu (pracovisko
Klinické a transplanta¢ni imunologie IKEM, Oddeleni patologie a molekularnich metod
Thomayerovy nemocnice a Comprehensive Pneumology Center v Mnichové). Statistické

vyhodnotenie bolo realizované v spolupraci s Oddelenim biostatistiky IKEM.
Autorka pod’akovala prof. MUDr. Martine Vasakovej, Ph.D, spolupracovnikom a pacientom.

Autorka si ako tému svojej habilitacnej prace zvolila patogenézu chorobnej jednotky exogénna
alergicka alveolitida (EAA). Do EAA patri heterogénna skupina ochoreni sroéznymi zdrojmi
expozicie, rdznou manifestaciou a prognézou. Dlhodobym problémom diagnostiky v klinickej praxi je
absencia celosvetovo prijimanych diagnostickych kritérii, ktord by umoznila lepSie charakterizovat

celu skupinu, a tak zlepsit’ vysledky liecby tohto ochorenia.



Praca je rozdelena do 9 kapitol, ktoré maju logické a na seba nadvizujuce ¢lenenie.

Prvé dve kapitoly su Abstrakty v €eStine a v angli¢tine. Autorka stru¢ne zhrmuje vsetky poznatky,
ktoré su vysledkom vyskumnej Cinnosti pri objasniovani patogenézy exogénnej alergickej alveolitidy
(EAA). Fakty su podporené 14 citaciami. V desiatich je prvou autorkou MUDr. Martina Sterclova,

Ph.D., v ostatnych je spoluautorkou.

Tretou kapitolou je Uvod do problematiky exogénej alergickej alveolitidy. Predstavuje EAA ako
skupinu intersticidlnych pltcnych procesov, rozvijajicich sa v pri¢innej suvislosti s opakovanou

expoziciou inhalaénymi antigénmi, pravdepodobne u geneticky predisponovanych jedincov.

Presné epidemiologické data, sledujuce incidenciu a prevalenciu EAA nie su k dispozicii. Autorka
cituje data z Danska, z Vel'kej Britanie, z Nového Mexika, USA, Franctizska a Finska. Konstatuje, Ze
aktualne udaje pre Ceskil republiku chybaju. Dostupné st iba informacie tykajiice sa nahlasenych
auznanych pripadov EAA ako ochoreni zpovolania. V praci sa venuje tradicnym anovym
inhalatnym antigénom, genetickej predispozicii a d’al$im spustacom tohto ochorenia, ktorymi st
hlavne respira¢né virusy. Podrobne popisuje molekularne mechanizmy prebiehajice v organizme,
popisuje ulohu dobre stanovitelnych najdolezitejSich cytokinov, chemokinov aich receptorov
v rozvoji EAA aich potencidlne vyuzitie ako prognostickych faktorov alebo terapeutickych ciel'ov:
interleukin - 4 (IL-4) areceptor pre interleukin - 4 , protedzami aktivovany receptor 2 (PAR-2),
tumor nekrotizujuci faktor-a, transformujuci rastovy faktor-f, interleukin — 8 (IL-8), epitelialne
neutrofily aktivujuci protein-78, vaskuldrny endotelidlny rastovy faktor (VEGF), chemokiny IP-10
(CXCL10), ITAC (CXCL11), CXCR3, eotaxin a CCR3, signalizacné kaskady Wingless/intergrasse-1
(Wnt-1, Wnt-3) a enzymy, ktoré sa podiel'aju na Stepeni extracelularnej matrix a d’alSich substancii

tzv. matrixova metaloproteinaza-7 (MMP-7).

Autorka podrobne popisuje klinicky obraz EAA, zdoéraziuje vyznam anamnézy, popisuje jednotlivo
laboratorne vySetrenia, ktoré slizia k vyluceniu inych pri¢in intersticidlneho plticneho postihnutia
vramci diferencidlnej diagnostiky, overenie, Ze anamnesticky udévand expozicia je skutoCnym
vyvolavajicim faktorom ochorenia a pomocné vysetrenia, pokial zdroj expozicie nie je znamy. Vel'mi
podrobne a prehl’'adne uvadza diagnostické kritéria EAA, definuje vSetky terapeutické moznosti, ktoré
v sucasnosti mame k dispozicii a nakoniec sa venuje prognéoze EAA, ktord je velmi variabilna

a uvadza aj prediktory mortality pacientov s EAA.

V stvrtej kapitole Jednotlivé ciele vyskumu: sposob rieSenia definuje kazdy ciel’ zvlast, s uvedenim
poctu zaradenych pacientov, vel'mi dobre zvolenymi metdédami sledovania a postupov spracovania

vysledkov, so zaverom a s referenciami. Autorka riesila tieto ciele:

- otazku vzt'ahu radiologického obrazu ochorenia s klinickymi parametrami /1 referencia, 1x hlavna



autorka/,

- porovnavala chemokinové prostredie v BAL /bronchoalveolarna lavaz/  pacientov s EAA
a pacientov so sarkoidézou a  idiopatickou plicnou fibrézou (IPF) /3 referencie 2x hlavna autorka,

1x spoluautorka/,

- dokézala vplyv solubilnych faktorov v BAL na bunky, ktoré sa podiel’aji na procese fibrogenézy
/3 referencie, 3x hlavna autorka/,

- analyzovala, ¢i bunky ziskané v BAL u pacientov s EAA si moézu zachovat’ vlastnosti

odpovedajuce forme ochorenia /2 referencie, 2x hlavna autorka/,

vysvetlila Glohu IL-4Ra v patogenéze EAA /5 referencii,, 2x hlavna autorka, 3x spoluautorka/,

odpovedala na otazku, ¢i méze sérova koncentracia proteinu A (SP-A) napomoct’ pri odliSeni medzi

chronickou EAA a IPF /1 referencia, 1x hlavna autorka/,

definovala mozné zdroje expozicie a manifestacie EAA /5 referencii, 5Sx hlavna autorka/,

upozornila na endogénne a exogénne faktory, ovplyvitujice manifestaciu EAA /3 referencie, 1x

hlavna autorka, 2x spoluautorka/.
Kapitola 5. Zhrnutie vysledkov realizovaného vyskumu a diskusia

Vicsina autorov sa zhoduje v rozdeleni pacientov do skupiny s akutnou/subakiitnou manifestaciou a
do skupiny a chronickym priebehom ochorenia. Vysledky prace autorky ajej spolupracovnikov
ukazuju, Ze tieto skupiny mozno rozliSit’ aj podl'a radiologickych nalezov, percentudlneho zastapenia
lymfocytov v BAL a pomeru CD4+ a CD8+ T lymfocytov v BAL. Pacienti s chronickou formou EAA
nemusia mat’ lymfocytarnu alveolitidu, ktora bola dlho povazovana za podmienku diagnoézy EAA.
Taktiez tzv. imunoregula¢ny index, pomer CD4+/CD8+ T lymfocytov v BAL, nie je spolahlivym
diagnostickym markerom, ktory by u pacientov s EAA, podla starSich publikacii, mal byt nizky.
Tento pomer ma rézne hodnoty podla klinickej manifesticie EAA au chronickych foriem méze byt

dokonca v norme.

Prognosticky najzavaZznejSou je chronicka forma EAA, najmid ked’ jej sucastou je radiologicky
a histopatologicky vzorec , ktory zodpoveda UIP (obvykla intersticidlna pneumonia) alebo fibroticke;j
NSIP (idiopaticka nesSpecificka intersticidlna pneumonia). V praxi nie je l'ahké odlisit’ tato formu od
IPF, nakolko expozi¢né testy sa v CR vpraxi bene nepouzivaji. Autorka konstatuje, ze podla
vysledkov ich §tadii nebol dokazany signifikantny rozdiel medzi EAA a IPF ani v koncentraciach

angiogénnych a angiostatickych chemokinov v BAL, ani vexpresii ich receptorov na CD4+ T



lymfocytoch v BAL. Uloha chemokinov sa ale mdze u oboch chorobnych jednotiek odlisovat’. Pri
EAA mozno IL-8 povazovat za pravdepodobny marker kontinualnej expozicie vyvolavajiucim agens,
ENA-78 mo6zZe byt povazovana za marker reverzibility plicneho postihnutia a VEGF ma skor
angiogenny nez profibroticky efekt a hlavni ulohu ma pravdepodobne vo v¢asnych fazach EAA.
Expresia CXCR3 na CD4+ lymfocytoch v BAL koreluje s rozsahom zapalovych zmien na HRCT
hrudnika. Tento fakt podporuje myslienku, Ze v réznych fazach ochorenia sa na pl'icnom postihnuti

podiel’aju r6zne mechanizmy. V texte cituje autorov, ktori publikovali podobné pozorovania.

Autorka d’alej popisuje situaciu, kedy postihnutie pl'ic pri EAA nema radiologicky charakter UIP.
Urcité aktivne posobky v BAL pacientov s EAA ovplyviuju proliferaéné linie (vratane primarnych)
v zavislosti na manifestacii ochorenia. KedZze BAL pacientov s vysokym alveolarnym HRCT skore
tlmila prolifera¢né schopnosti primarnych I'udskych fibroblastov, je otazkou, ¢i prozapalové prostredie

nema protektivny vplyv, a teda ,,chrani“ pacienta s EAA pred rozvojom fibrozy.

Vzt'ahom medzi zépalom a fibrézou je téma publikacii mnohych autorov, ktorych prace su v texte
citované. VSeobecne sa predpoklada, Ze chronicky zapal je predispoziciou k naslednému rozvoju
plucnej fibrézy. Tato hypotéza v sucasnosti plati aj u pacientov s chronickou EAA. Autorka cituje
prace, ktoré podporuju hypotézu Ze chronicky zapal predstavuje predispoziciu k rozvoju malignit
a naopak, cituje §tadie, ktoré tento fakt spochybnuju a poukazuju na skuto¢nost, Ze zapalovy proces
nie je vzdy ,,skodlivy“. To znamena, ze stimulacia imunitnej odpovede moze viest' k aktivacii antigén
prezentujucich buniek alebo moézu byt produkované cytokiny, ktoré stimuluju protinddorova imunitu.
Pokial’ teda klinik hodnoti akékol'vek biologické vzorky od pacientov s EAA, mal by pri interpretacii

vysledkov vziat’ do ivahy manifestaciu ochorenia, radiologického obrazu a BAL bunkového profilu.

V diskusii d’alej autorka analyzuje vyznam genetickej predispozicie. V citovanych stadidch sa
analyzoval polymorfny gén pre TNF-a, PCD1, LMP-7, TIMP-3, TAP-1 a gény pre prozapalové
a protizapalové cytokiny. Rozsiahlej$ia multicentricka §tadia s dostatoénym mmnozstvom pacientov
s 16znymi zdrojmi expozicie vSak nikdy nebola realizovana. V texte autorka uvadza, ze bol v jej praci
pozorovany vplyv polymorfiszmu génu pre IL-6 na koncentraciu ENA-78 v BAL. Vzt'ah medzi IL-6
a ENA-78 je mediovany solubilnym receptorom pre IL-6, ktory atrahuje neutrofily do miesta zapalu

a zvySuje expresiu ENA-78, ktory moze regulovat’ d’alsie vlastnosti neutrofilov.

Manifestaciu EAA by mohol ovplyviiovat aj inhalacny agens, s ktorym su pacienti opakovane
v kontakte. VécSinou sa nejedna o izolovany agens ale o ich zmes. V texte cituje prace s jednotlivymi
prikladmi zmesi expozicnych antigénov (napr. holubie perie, trus, sérum, roztoCe, atd’.). Stucasne
dodava, Ze v tejto praci nedokazali, Ze by sa cytokinové spektrum v BALT lisilo u pacientov s EAA

v zavislosti na anamnesticky uvedenom zdroji expozicie.



Asi u20% pacientov sa zdroj expozicie nezisti. Napomocné modze byt vySetrenie $pecifickych IgG
v sére, ale interpretacia vysledkov musi byt vel'mi opatrna. Autorka vo svojej praci dokazala, Ze
koncentracia sérovych protilatok proti komeréne dostupnym antigénom Saccharopolyspora
rectivirgula a Thermoactinomyces vulgaris st v ¢eskej populacii s anamnézou expozicie
v pol'nohospodarstve vel'mi nizke. Pre porovnanie popisuje situaciu v Nemecku a vo vychodnom
Francuzku. Poukazuje na absenciu referenéného rozmedzia pre ¢eskii populaciu. Ceski pacienti st
pravdepodobne najviac senzitizovani vo¢i hexametylen diisocyanatu a difenylmetan diisocyanatu,
ktoré sa pouzivaji k vyrobe penového polyuretanu. Identifikacia zdroja expozicie (a nasledné

zamedzenie d’alSej expozicie), vedie k zlepSeniu prognozy pacientov s EAA.

Autorka vo svojej praci dalej cituje Stadie, v ktorych sa sktimal vplyv cigaretového dymu. StarSie
prace uvadzaju, ze EAA trpia CastejSie nefajciari. Nové klinické §tudie ukazuju, ze klinicka prax je ina.
Kratkodoba expozicia cigaretovému dymu viedla k potladeniu zapalu, dlhodoba viedla k fibrotizacii
plucneho tkaniva. Zaujimava je citovana stidia, ktora analyzovala mikrobialnu kontaminaciu cigariet.
Preukazana bola pritomnost’ druhu rodu Bacillus, ktory je spojovany s ochorenim EAA. Expozicia
cigaretovému dymu zvySuje produkciu kyslikovych radikalov a zatazuje bunky vyS$Sou mierou
oxidacného stresu. Dolezitym enzymom, chraniacim bunky pred tymto oxidaénym stresom je GPX3,
extracelularny antioxidac¢ny protein. Autorka cituje $tadiu, kde sa dokazalo, ze vplyvom expozicie
tabakovému dymu moéze dojst’ vd’aka epigenetickym modifikaciam k ,,uml¢aniu® génu pre GPX-3, ¢o
mobze d’alej stupniovat’ neziaduci dopad oxidacné stresu u fajciara. Tymto spdsobom sa na manifestacii
EAA mbze podielat’ aj expozicia cigaretovému dymu a autorka v praci dokdzala Ze tato expozicia

pravdepodobne ovplyviiuje koncentraciu GPX 3 v BAL pacientov s EAA.

V dalsich citaciach autorka dokumentuje vyznam veku na vplyv imunitnej odpovede jedinca na
expoziciu inhalaénymi antigénmi. Stipajiicim vekom dochadza k poklesu $pecifickej imunity, klesa
zastupenie naivnych lymfocytov, dominuji pamétové lymfocyty, ktoré ale nie st funkéne
kompetentné, st dokdzané vysSie koncentracie prozépalovych cytokinov a pokles schopnosti
neutrofilov fagocytovat. Podl'a zaverov prace autorky sa zdd, Zze vek mdze ovplyviiovat’ aj klinicka
prezentaciu EAA, t.zn. star$i pacienti mali v BAL vysSie percentudlne zastipenie neutrofilov
a eozinofilov nez mladsi pacienti, ¢o moze byt okrem iné¢ho spdsobené posunom hematopoézy

smerom k myelopoéze.

Kapitola 6. Vyuziti a moZné vyuZiti ziskanych poznatku Autorka konStatuje, Ze potencialnou
slubnou molekulou, ktora by mohla najst’ uplatnenie v klinickej praxi sa zda byt IL-4Ta. Jeho
koncentracia v BAL v Case stanovenia diagndzy koreluje s prognézou pacientov a najmé s odpovedou
na systémovu kortikoterapiu.. V buducnosti, pokial’ by sa tato hypotéza potvrdila na va¢Som subore

pacientov, by klinicki pracovnici ziskali jednoduchy marker, ktori im umozni I'ahSie rozhodovanie



o indikécii systémovej kortikoterapie. V praxi to znamena nepodat neindikovant kortikoterapiu

u pacientov s EAA.

Pacienti, ktori nereagujii na liecbu systémovymi kortikoidmi a aj napriek vyluceniu definovanej
expozicie unich dochadza k progresii fibrotického pltcneho postihnutia v ¢ase, mozu profitovat’
z terapie azatioprinom, eventalne off label mykofenolatom mofetilu. .V literatire st dohladatelné
kazuistiky, v ktorych sa uvadza pouZitie rituximabu u pacientov s chronickou progredujicou EAA, ale
nie su k dispozicii zatial' klinické Stadie, ktoré by dokézali efektivitu tohto postupu. Mame vela
dokazov o ulohe IL-4 alL-13 v patogenéze ochoreni ako astma bronchiale a idiopaticka plucna
fibroza.. Receptory pre oba interleukiny maju spolo¢né niektoré podjednotky (hlavne IL4Ra). Z tohto
dovodu boli vytvorené biSpecifické protilatky proti IL-4 alL-13 avysledky vyskumu autorky
naznacuju, Ze podobné mechanizmy mézu mat’ ulohu aj v patogenéze niektorych foriem chronickej

EAA, a teda Ze niektori pacienti by mohli z podobnych lie¢ebnych postupov profitovat’.

V BAL pacientov s EAA bola dokadzana pritomnost’ ur€itych proteinov, cytokinov, chemokinov
a rastovych faktorov, ktoré v 'udskom organizme posobia vzdy paralelne. Autorka si kladie otazku, ¢i
naSe predstavy o Glohe zapalu ako spustaca fibrotizujuceho procesu plicneho tkaniva u chorych
s EAA nevychadzaju znevhodnych modelov. Cituje prace s opakovanou intranazalnou alebo
intratrachealnou aplikaciou  S.rectivirgula mySiam  C57BL/6, s instilaciou Mycobacterium
immunogenum alebo extraktu holubieho trusu. Vysledkom tychto aplikacii je rozvoj patologickych
zmien pripominajicich zmeny uchorych Tadi so subakiatnou EAA, resp. chronickou EAA.
Experimentalne mysi (C57BL/6) st presne definované kedy su ,,dospelé (4 mesiace) akedy
»geriatrické (20-24 mesiacov). Teda okrem veku sa od l'udskej populécie lisia charakterom expozicie,

komorbiditami a expoziciou d’al§imi inhalaénymi antigénmi, vratane tabakového dymu.

Autorka na zaver konstatuje, Ze realizované stidie dokazali, Ze k vyskumu mechanizmov, ktoré veda
k EAA je vyhodnejsie pouZzit komplexny I'udsky biologicky material, t. zn BAL alebo priamo bunky
ziskané alveolarnou lavazou chorého s EAA. Hodnotenie vysledkov je potrebné vzdy korelovat

s klinickym stavom pacienta.
Kapitola 7. Literatura

V tejto kapitole je spravne odcitovanych 124 citacii, kazdy zasadny fakt v texte je podlozeny citaciou.
Okrem toho na konci kazdej podkapitoly jednotlivych cielov su citacie, ktorych autorkou, resp.
spoluautorkou je MUDr. Martina Sterclova, Ph.D. Citacie v Kapitole 7 st od zahrani¢nych a ¢eskych
autorov a 27 z nich je publikovanych po roku 2015.

Kapitola 8. Priloha



V tejto kapitole je 7 obrazkov, 4x HRCT obrazy a 3x obrazky kultir — vSetko z vlastného suboru

a pozorovani autorky.
Kapitola 9. Vysledky uvedené v kapitole 4

Vsetky referencie st odpublikované v renomovanych zahrani¢nych casopisoch s vysokym impakt
faktorom a v celom zneni odfotené v tejto kapitole. Vysledky st excelentne Statisticky spracované,

v textoch st grafy a tabul’ky, dokumentujice zavery, ktoré vyplynuli zo skiimania jednotlivych ciel'ov.
Potvrdenie originality od prof. MUDr. Roberta Lischke, Ph.D., predsedu habilita¢nej komisie

Habilita¢na praca MUDr. Martiny Sterclovej, Ph.D. bola skontrolovana systémom Turnitin, v{stup bol
z forméalneho hladiska vyhodnoteny Ustavom vedeckych informacii 1. LF UK. Celkova zhoda so
zdrojmi, sledovanymi zmienenym systémom, vratane citacii a bibliografie je 29%. Zhodu tvoria
prevazne bibliografické citacie, odborovo pouzivané formulacie, odborné terminy a oznacenie génov.
Po vyluceni bibliografie sa index podobnosti znizil na 2%. Pan profesor potvrdil, ze sa jedna

o originalnu pracu.
Zaver:

Prica potvrdzuje arozSiruje pozorovania inych autorov a sucasne prinasa nové vyznamné
vedecké poznatky tak, ako je to uvedené v oponentskom posudku. Tato praca je obrovskym
prinosom pre klinickd prax lekarov, ktori diagnostikuju a snaZia sa lie¢it’ a vylie¢it’ pacientov
s EAA. LepsSie a presnejSie skimanie a pochopenie procesov, ktoré vznikaju pri tejto chorobnej
jednotke nam ukazuje nové mozZnosti vo v€asnej spravnej diagnostike a liecbe tychto pacientov,
v prediZeni ich Zivota a vzlepSeni kvality Zivota, bez pridruZenych komplikacii z lie¢by

pouZivanej v sucasnosti.

Odporuc¢am pracu prijat’ v predloZenej forme a na jej zaklade odporu¢am MUDr.

Martine Sterclovej Ph.D.

udelit’ titul docent pre odbor: vnutorné lekarstvo



