Vazeny )
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Véc: disertaéni prace MUDTr. Evy Krasulové, lékarky neurologicke kliniky 1. LF UKaVFNv
Praze, ,Lymfocytarni subpopulace, cytokinova produkce a transplantace
kmenovych bunék u pacientt s roztrousenou sklerézou®.

MUDr. Eva Krasulova pracuje v Centru pro demyelinizacni onemocnéni Neurologicke
kliniky 1. Iékafskeé fakulty Univerzity Karlovy a Véeobecné fakultni nemocnice v Praze. MUDr.
Krasulova se vénuje imunitnim mechanismim, které u nemaocnych s roztrousenou sklerozou
vedou k zanétlivym zménam. Ve své disertacni praci vyuziva cytoflowmetrie, stanovuje
zastoupeni a zmény jednotlivych lymfocytarnich subpopulaci, zmény produkce cytokinu.
Vysledky téchto vy$etieni jsou vyuzivany pfi sledovani efektu terapie a néktere z téchto
parametril Ize vyuzit také pro predikci dalsiho vyvoje choroby.

MUDr. Krasulova si pro svou disertacni praci stanovila tyto cile.

1. Definovat skupinu nemocnych s agresivni roztrousenou sklerézou. Jednalo se o
retrospektivni analyzu a tito nemocni (n=26) byli v letech 1998-2008 I&Ceni
vysokodavkovanou imunoablaci s podporou autolognich hematopoetickych
kmenovych bungk.

2. Popsat allogenni transplantace kmenovych bunek - kazuistiky dvou pacientek
s autoimunitnim onemocnénim (RS a Neuromyelitis optica)

3. Sledovat vyvoj jednotlivych lymfocytarnich subpupulaci a produkci
intracelularnich cytokinti v periferni krvi u tfi skupin pacientu:

A/ pacient( s klinicky izolovanym syndromem lécenym interferonem beta,

B/ pacientu s relaps-remitentni roztrousenou sklerozou |&é&enych natalizumabem

C/ pacientd s agresivni roztrousenou sklerézou lé¢enych vysokodavkovanou imunoablaci

s podporou autolognich hematopoetickych kmenovych bunék.

Tyto skupiny byly vysetfovéany a sledovany prospektivne.

4. Korelovat jednotlivé lymfocytarni subpopulace a produkci intracelularnich cytokinu
v periferni krvi pacientl véech tfi skupin pred zahajenim a v prubéhu lécby s klinickou
aktivitou onemocné&ni vyjadienou poctem atak a progresi neurologické invalitidy (za
pouziti EDSS) s cilem najit spolecny imunologicky prognosticky ukazatel aktivity
onemocnéni.

Celkem se v prospektivnich skupinach jednalo o 33 nemocnych s klinicky izolovanym
syndromem, 17 nemocnych lé¢enych natalizumabem a 14 nemocnych |é¢enych
vysokodavkovanou imunoablaci. Pii zapo¢teni retrospektivné hodnocene skupiny i
prospektivné sledovane skupiny nemocnych se celkové jedna o 40 nemocnych s agresivni
roztrouéenou sklerozou lééenych vysokodavkovanou imunoablaci s podporou autologickych
hematopoetickych kmenovych bunék. V této skupiné se nevyskytlo zadné umrti v souvilosti
s imunoablaci (do 100 dnli od provedeni). Dvé amrti byla jiz bez vztahu k imunoablaci
(peritonitida po 30 mésicich a zhoubny tumor mozku —diagnostikovan byl 39 mésicu po
procedure).

Prognosticka hodnota byla prokazana pti kombinaci vstupni absolutni hodnoty CD19+
lymfocytl s procentualni hodnotou CD3+ ve 3. mésici sledovani. Byl prokazana statisticky
vyznamny vztah k EDSS v mésici 24, \lys&i podet CD19+ lymfocytl byl prokazana u
pacientl bez progrese onemocnéni.




Disertaéni prace ma 95 stran. Uvod ma 40 stran a autorka v ném podava struény prehled
jednotlivych forem RS, diagnostickych moznosti (véetné rozvoje diagnostickych kritérii),
produkce a efektu jednotlivych cytokinu, jednotlivych forem lymfocytu, gkaly uzivané u RS,
problematiku imunoablace u RS i kratkou zminku o neuromyelitis optica. Vlastni prace (42-
70) popisuje metodiku, procedury, vysledky, kazuistiky dvou nemocnych s allogenni
transplantaci kmenovych bunék, grafy, statistické vyhodnoceni. V diskusi (71-79) dosti
podrobné zmifuje literarni tdaje na lécbu agresivni forem RS, autogenni i allogenni
imunoablaci, korelaci jednotlivych typl lymfocytu s aktivitou nemoci, prognostickymi

faktory komplikace metod. Zavér je strucny a vystizny. Literatura obsahuje 221 citaci, z nich
je 19 je recentnich (do 3 let), 5 geskych ( z nich 1 autocitace). V oddilu pfiloh jsou in extenso
pfilozeny 3 prace s impakt faktorem, ve kterych je dr. Krasulova 2x prvnim autorem a jednou
ttetim. V seznamu vlastnich praci jsou dalsi 3 publikace s IF a 8 praci bez IF.

Oponentsky posudek podle jednotlivych bodu

a/ Aktualnost zvoleného tématu. Téma je velmi aktualni. Imunomodulaéni |éCba se velmi
&iroce vyuziva a monitorovani imunologickych procesll je obtizné. Definice jednotlivych
subpopulaci lymfocytu pfispiva ke kvalitn&j$imu stanoveni imunologickych procesl, ke
stanoveni prognozy. Pro agresivni formy RS s omezenou odpovédi na imunomodulaci je
imunoablace velmi logickym a dostupnym feSenim terapie.

b/ Zda disertace splnila sviij cil. Dr. Krasulova si stanovila cile, které se ji podafilo splnit.
Podala definici agresivni formy RS — nemocni byli 1&Ceni imunoablaci v letech 1998-2008.
Popsala allogenni transplantaci kmenovych bunék u dvou pacientek. Sledovala a vystizne
popsala vyvoj lymfocytarnich subpopulaci a produkci cytokinu u tfi skupin nemocnych s RS.
Podafilo se najit a definovat imunologicky parametr, ktery mlze byt vyuzit ke stanoveni
prognézy u jednotlivych nemocnych.

c/Zvolené metody zpracovani Laboratorni metody byly na profesionalni trovni (prutokova
cytometrie, stanoveni lymfocytarnich subpupulaci, intracelularnich cytokint). Pri statistickém
zpracovani s vyuzilo parametru ,progression free interval” — Kaplan-Meierova kfivka,
porovnani pomoci Coxova F testu. Pro porovnani sledovanych skupin ve vtahu

k imunolgickym parametrim byl vyuzit dvouvybérovy oboustranny Studentuv t-test, ANOVA.
K nalezen predikénino ukazatele vyvoje onemacnéni byla pouzita mnohocetna regresni
analyza. Statistickeé metody odpovidaly sou¢asnym trendim.

d/Vysledky disertace s uvedenim novych poznatki. Vysledky disertace rozsifi znalosti o
problematiku subpopulaci lymfocytll a produkci intracelularni cytokinli. Nalezeny parametr
predikce prubéhu onemocnéni je zcela novym faktem. Moznosti imunoablace jsou
sumarizovany a vysledky jsou velmi povzbudivé. Neni zcela vyloucenou pouzit i allogenni
transplantace kmenovych bunek ve zcela vyjimeénych a presné definovanych pripadech.

e/ Vyznam prace pro spoletenskou praxi a dalsi rozvoj védy. Na podkladé vysledkl
(lymfocyty, cytokiny, predikéni faktor) |ze Iépe definovat imunologicky stav nemocnych s RS

a predikovat vyvoj, event. vybrat dalsi 1é&ebny postup. Moznost imunoablace je dulezitym

krokem u agresivnich forem RS, u kterych jsou moZnosti imunodulaéni l&é¢by vycerpany.

f/ Piipominky. Cela prace je psana Zivym jazykem, srozumitelné, s minimem drobnych chyb.




Pozorné proéteni disertacni prace a pfiloh vedlo k celé fadé otazek, z nichz 3 nyni uvadim.

1, V prvych 3 letech po imunoablaci bylo u 70.8% Vasich nemocnych obdobi bez
progrese, pfitom v dalsich 3 letech jiz pouze u 29.2%. Ktery z uvedenych
mechanism( se nejvyznamnéji podilel na nardstu progrese v letech 3-6 po
imunoablaci.

9 Imunoablace ma vétéi efekt na nemocné s kratkym trvanim RS, niz&iho véku a
s dosud relabujicim prubéhem. Vliv celkove invalidity (dle EDSS) v8ak nema vztah na
ucinek leéby pomoci imunoablace. — V téchto dvou vétach je urcity nesoulad — témer
si protifeci. Pro¢ tedy neni vyznam celkoveé invalidity — starsi nemocni, ¢asto jiz bez
jasnych atak, s dlouhym trvanim RS a &asto i s vyraznym podilem nezanétlivych
momentt - tak dileZity pro efekt imunoablace?

3. Jak si odvozujete protektivni vyznam absolutni hodnoty CD19+ na prubéh RS bez
progrese?

Po pedlivém prostudovani disertaéni prace MUDr. Evy Krasulove doporuduji praci

k obhajobé (dle par. 47 VS zakona 111/98 Sb.). Dr. Krasulova prokazala predpoklady

k samostatné tvofivé védecké praci, prace spinuje pozadavky kladené na disertaci v danem
oboru. Doporuéuji udéleni titulu ,Ph.D." za jmenem

Pardubice, 2013-02-02 doc. MUDr. Edvard Ehler, CSc.
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