Oponentsky posudek disertacni prace MUDr. Zuzany Hefmanové
Imunologické laboratorni testy u systémovych autoimunitnich onemocnéni

Posuzovana disertacni prace MUDr. Zuzany Hefmanové, je ukazkovou praci, ktera
dokumentuje, jak na zakladé vysledk(i dosazenych aplikaci jak standardnich, mozZno Ffici
klasickych, tak nové zavadénych laboratornich metod v rutinni klinické imunologické
laboratofi mohou byt a jsou ovérovany a korigovany vysledky zakladniho vyzkumu. Je totiz
vSeobecné znamo, Ze vysledky ziskané na experimentalnich modelech nemusi a také ¢asto
nekoreluji s vysledky ziskavavymi v klinické praxi.

Dr. Hefmanova ve své praci sumarizuje a hodnoti vysledky ziskané se svym
kolektivem v laboratofich Ustavu imunologie LF Olomouc v sérologické diagnostice
revmatoidni artritidy (RA) a systémového lupusu erytematodes (SLE) jako prikladi
systémovych autoimunitnich onemocnéni. Cilem prace bylo posouzeni vypovédni hodnoty
vybranych laboratornich metod u téchto chorob. Data byla ziskdvana béhem pomérné
dlouhého obdobi nékolika let, kdy se postupné zavadély nové laboratorni metody pro
diagnostiku a monitorovani téchto chorob a k jejich ovérovani tak byly pouzivany rGzné
soubory pacientu. Proto, i z téchto divodd, je vysledkova ¢ast rozdélena do nékolika
samostatnych kapitol. Zavére¢né shrnuti dokumentuje, Ze vytyceného cile bylo dosazeno.

Autorka spravné upozornuje, Ze vysledky jeji prace a analogickych praci, které jsou
zaloZeny na sérologickych metodach, mohou byt relevantné interpretovany jen v kontextu
s vysledky metod bunécné imunologie a genetické analyzy.

Neprekvapuje, Ze vysledky stanoveni anti-CCP a anti-MCV spolu statisticky velmi
dobfe koreluji. Citrulinace, resp. deiminace argininu v molekulach peptidi a proteind, je totiz
obecny mechanismus, ktery ma svij biologicky vyznam a autorka snad mohla pouze
zduraznit, Ze jeho rozsah u RA je natolik vysoky, Ze dovoluje pouZit tyto testy jako
»specifické” sérologické testy pro diagnostiku RA.

Stanovovani analytu a zaroven protilatek proti tomuto analytu v jednom vzorku je
z analytického hlediska velky problém. Proto jsou i vysledky dosaZzené pfi stanovovani Clq a
anti-Clq ve vzorcich sér u pacientl s SLE cennym podkladem pro laboratofe a klinicka
pracovisté, kterd tyto analyzy aplikuji.

Prace obsahuje radu také cenné informace o dalsich analytech, které sice nejsou pro
RA a SLE specifické, dovoluji vS8ak monitorovat aktivitu zanétlivého procesu provazejiciho
toto onemocnéni (MMP-3, Clq, C3, C4, trombomodulin, neopterin, sCD30, sCD40L). Tyto
informace dovoluji racionalizovat a zefektiviiovat laboratorni vysetfeni pouZivana
k diagnostice RA a SLE.

Zvlastni pozornost si zasluhuji testy na stanovovani protilatek proti ds-DNA a
nukleozomdm. Tyto testy byvaji dosud stale povaZovany vétsinové za testy vice méné
specifické pro SLE, které mohou slouzit také pro monitorovani aktivity onemocnéni, jak uvadi
rovnéz autorka v uvodni teoretické ¢asti prace (str. 20 — 32). Je tomu ale v praxi skuteéné
tak? Vysledky jeji prace tato konstatovani jiz tak jednoznaéné nepodporuji. PFekvapivé je
zjisténi, pokud se jednd o srovnani ELISA testu pro tyto analyty, Ze ,Vyraznd ¢ast anti-dsDNA



negativnich sér ukazala pozitivitu antinukleosomalnich protilatek, ale ne naopak.” (str. 54).
Obvykle tomu byva naopak. VSeobecné se vi, Ze pro SLE je vysoce specificky fluorescencni
test na critidiich, ale Ze je malo citlivy. Naopak ELISA testy pro stanoveni anti-dsDNA byvaji
vysoce citlivé, ale pro SLE malo specifické. Jisté zavisi také na tom, jaké konkrétni antigeny
byly u metod pouzivanych autorkou v testech pouZzity. U obou testl jde o to, jak Cisté
antigeny byly pouzity ke coutovani desti¢ek, coZ jsou, bohuzel, u komercnich souprav
nedostupné tdaje. U dsDNA je specifinost testi tim mensi a senzitivita testd tim vétsi, ¢im
CistSi dsDNA byla poutzita jako zdrojovy antigen, u nukleozému je tomu pravé naopak. A
mohou byt tyto protilatky a obecné jakékoliv protilatky proti vnitfnim strukturam intaktnich
bunék, patogenni, nemoc vyvolavajici, pro libovolna onemocnéni véetné SLE a nebo jsou jen
protilatkami asociovanymi s témito onemocnénimi? To jsou provokativni otazky, které
atakuji mnoha zazita paradigmata, ale zaCinaji se dnes stéle Castéji objevovat. | kdyz je
autorka, pro mne pochopitelné, ve své praci neotvird a na zakladé svych vysledk( na né ani
nemuze jednoznacné odpovédét, zajimal by mne jeji nazor.

Prace je vypracovana velmi peclivé, obsahuje rozsahly teoreticky uvod, dobfe se v ni
orientuje, vysledky jsou dokumentovany srozumitelné pfi aplikaci vhodnych statistickych
metod. Seznam poutZité literatury obsahuje 121 citaci. Autorka vysledky své prace
prezentovala na 18 konferencich a seminafich v ramci CR, jsou sou&asti 39 abstrakt a 20
publikaci v tuzemskych i zahrani¢nich ¢asopisech. Presto bych si dovolil nékolik drobnych
pfipominek. Je dobré, kdyz definujeme vidy peclivé pojmy a terminy, s nimiz operujeme.
Vyhneme se tim pak mnohym moznym naslednym nedorozuménim a polemikam.

Nap¥. jiz v Obsahu (kap. 3.1.) autorka uvadi ,stanoveni anticitrulinovych protilatek” a
mysli tim anti-CCP, coZ objasniuje na str. 20. Nejde totiz o stanoveni protilatek proti citrulinu,
ale proti arteficialnim cyklickym citrulinovanym peptidtim, jak také vyplyva dale z textu.

V uvodni, teoretické Casti bych pfrivital podrobnéjsi a ¢astéjsi odkazy na literaturu,
kterd je bezesporu dostatecna. Skute¢nému zajemci o probiranou problematiku to pak
usnadnuje dalsi studium.

Jak je v Ceské literature bézné, autorka bézné pouziva termin ,hladina“, ktery je
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prekladem anglického slova , level”. Neni to Stastné, nebot nékdy mize znamenat termin
hladina koncentraci, nékdy aktivitu (napf. str. 26 nizké hladiny komplementu C3, C4, CH50).
Pro zasvécené v tomto pfipadé neni problém, ale nékdy skutecné nelze rozlisit, zda Slo
autorovi a vyjadreni koncentrace nebo aktivity, napf. enzymu. A to mize byt podstatny
rozdil.

U anti-Ro/SSA by bylo vhodné upresnit, Ze jde, predpokladam, o antigen Ro62, i kdyz
je tento fakt dnes pfijiman témér automaticky.

Zavérem mohu konstatovat, Ze predlozenou disertacni praci doporucuji k obhajobé a
aby byl autorce na zakladé uspésné obhajoby udélen akademicky titul doktor ve zkratce

Ph.D., dle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.

Ostrava, 22. 4. 2014 RNDr. Ivo Lochman, CSc.
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Diserta¢ni prace MUDr. Zuzany Hefmanové se zabyvéa problematikou imunologickych
laboratornich vySetiovacich metod u vybranych systémovych autoimunitnich revmatickych
onemocnéni.

Struktura disertaéni prace je zaloZena na teoretickém tivodu a dokumentované vlastni
vyzkumné praci. Vlastni text disertaéni prace ¢itd 61 stran, 12 tabulek, 7 grafii a jeden
obrazek. Autorka uvadi k vlastnimu textu disertacni prace celkem 121 citaci. Text disertacni
prace je prehledny, ma zvyklé Clenéni na teoreticky tvod, definici cilii prace, vysledky,
zaveéreéné shrnuti, pouzité zkratky, citovanou literaturu, seznamy publikacni aktivity. Seznam
publikacni aktivity je uctyhodny, zahrnuje 18 vlastnich prednaSek a dale autorstvi nebo
spoluautorstvi 39 abstrakti a 20 publikaci in extenzo publikovanych nejen v Ceskych ale i
zahrani¢nich odbornych periodicich, v€etné impaktovanych.

V tvodu prace podava autorka piehled soucasného stavu studované problematiky.
V této Casti se zabyva obecnymi poznatky o fungovani imunitnim systému, zamétuje se na
neadekvatni reakce imunitniho systému, zejména na autoimunitu, rozebira zakladni
mechanismy autoimunitni reakce. V dalSich kapitolach teoretického uvodu se zaméfuje na
autoimunitni onemocnéni a jejich etiologii a nasledné obraci svoji pozornost na dvé vybrana
systémova autoimunitni revmatickd onemocnéni revmatoidni artritidu a systémovy lupus
erythematodes. Zabyvé se patogenezi, klinickym obrazem a laboratorni diagnostikou t&chto
vybranych onemocnéni.

V dalsi ¢asti disertacni prace autorka definuje cile prace. Obecnym cilem prace bylo
posouzeni vypovédni hodnoty vybranych laboratornich metod u revmatoidni artritidy a
systémového lupus erythematodes.

Vysledky diserta¢ni prace byly rozdéleny do nékolika okruhi:

1. Posouzeni piinosu stanoveni protilatek proti cyklickému citrulinovanému peptidu u
pacienti s RA pro stratifikaci nemocnych vyZadujicich intenzivngj$i 1é¢bu. Préace
potvrdila vybornou vypovédni hodnotu stanoveni anti-CCP protilatek pro diagnostiku
RA. VySetfovany soubor zahrnoval celkem 1023 vySetfenych sér od 577 pacienti
nejen s RA, ale i osteoartrézou, s jinymi systémovymi chorobami pojiva, ankylozujici
spondylitidou, osteopor6zou a jinymi revmatickymi chorobami. Stanoveni sérové
hladiny anti-CCP protilatek dosahovalo v daném souboru 78,7% senzitivitu a 97,6%
specificitu pro RA.

2. Posouzeni piinosu stanoveni protilatek proti mutovanému citrulinovanému vimentinu
(anti-MCV) u pacientl s aktivni RA. Stanoveni anti-MCV protilatky bylo provedeno
na mensim souboru pacientil, ktery zahrnoval 44 pacienti sRA, 6 pacientt
s osteoartrozou, 6 pacientd sjinym systémovym onemocnénim pojiva, 4



s nediferencovanou artritidou, 2 slaboratornim autoimunitnim syndromem a 11
s ostatnimu revmatologickymi diagnézami. Senzitivita tohoto testu byla v soboru
pacienti s RA 84,1 % a specificita 96,6 %. Stanoveni této autoprotilatky muze
dopliiovat laboratorni diagnostiku RA. V sledovaném souboru pacienti s RA
kopirovalo pfitomnost anti-CCP protilatek.

3. Posouzeni stanoveni sérové hladiny matrixové metaloproteinazy 3 v kontextu
ostatnich parametric RA pro identifikaci pacienti ve vyS$Sim riziku vyvoje
destruktivniho onemocnéni. Hodnoceny soubor tvotilo 92 pacientd s RA, 24 pacientl
sjinou revmatologickou diagnézou a 26 zdravych jedinct. Autorka prokazala
signifikantni zvySeni sérovych hladin MMP-3 u pacient s RA proti ostatnim dvéma
kontrolnim souborim. Hladiny MMP-3 byly rovnéz signifikantn€¢ vy$si v souboru
non-RA pacienti ve srovnani se souborem zdravych jedinci. Hladina MMP-3
pozitivné korelovala s vybranymi parametry RA skére DAS28, hladinou CRP, FW,
anti-CCP a RTG nalezem. Vysetfeni hladin MMP-3 se v kontextu dosavadnich
poznatk jevi jako slibny prognosticky marker RA.

4. Posouzeni pfinosu stanoveni hladiny vybranych slozek komplementu (C3, C4, Clq) a
anti-Clq protilatky pro zhodnoceni aktivity SLE a pfitomnosti lupusové
glomerulonefritidy. VySetfovany soubor zahrnoval 65 pacienti se SLE ztoho 22
pacient s biopticky ovéfenou lupusovou glomerulonefritidou. Vysledky potvrdily
nalez zvySené koncentrace anti-C1q protilatek a soucasné snizené hladiny C1q slozky
komplementu u pacientii s lupusovou glomerulonefritidou a s aktivnim onemocnénim.
Hladiny anti-Clq a Clq korelovaly signifikantné s C3, C4, s hladinou anti-dsDNA
protilatek a indexem aktivity ECLAM a SLEDAI. Hladina anti-C1q navic korelovala
s hladinou antinukleosomalnich protilatek.

5. Posouzeni pfinosu vySetfeni antinukleosomalnich  protilatek, neopterinu,
trombomodulinu a dalSich parametri jako indikatort klinické aktivity SLE a néstroji
k monitoraci pribéhu choroby. Soubor tvofilo 52 pacientii se SLE rozdélenych na
podsoubory se stabilizovanym onemocnénim, vysokou a nartstajici aktivitou a
klesajici aktivitou SLE. Vysledky prokazaly slabsi, pfesto signifikantni korelaci anti-
dsDNA a antinuklesomalnich protilatek a C3 a C4 slozek komplementu s aktivitou
SLE. Vy$si korelace s indexem aktivity ECLAM byla zaznamenana pro neopterin a
zejména pro trombomodulin. Trombomodulin rovnéz rychle reagoval na zmény
aktivity onemocnéni a odrazel efekt 1écby.

6. Posouzeni pfinosu vysetfeni molekul sCD30 a sCD40L jako potencialniho indikatoru
aktivity SLE. VySetfen byl soubor 65 pacienti SLE. Autorka prokazala vysoce
signifikantni rozdil v sérovych hladinach sCD30 mezi pacienty se SLE a kontrolnim
souborem a mezi pacienty saktivni a neaktivni formou SLE. Hladina sCD30
signifikantn€ korelovala s C3 a Clq slozkami komplementu a klinickymi indexy
ECLAM a SLEDAI, coz poukazuje na moznost vyuziti tohoto nespecifického markeru
pro sledovani aktivity RA. Signifikantni zvySeni hladiny sCD40 bylo prokézano u
pacientti se SLE v porovnani s kontrolnim souborem.

Autorka kriticky hodnoti a diskutuje ziskané vysledky v kontextu existujicich studii a
hodnoti vyznam ziskanych poznatkl pro praxi. Cilem t€chto snah je zpiesnéni diagnostiky
systémovych autoimunitnich revmatickych onemocnéni, jejich v€asnad diagnostika,
monitorace aktivity, sledovani efektu 1é¢by, ptipadné hledani novych 1é€ebnych moznosti. Na
zédklad¢ ziskanych vysledkli a v kontextu dosavadnich poznatkl se nékteré ze sledovanych
parametr(l v priib&hu let staly nedilnou soucasti rutinni laboratorni diagnostiky autoimunitnich
onemocnéni, jiné si rozhodné zasluhuji dal$i sledovani.



Hodnoceni

PfedloZena disertaéni prace se zabyva aktudlni tématikou, je zpracovana na vysoké
trovni. Zcela splituje poZadavky kladené na tento typ prace. Cile prace jsou jasné a piehledné
definovany. Zvolené metody, velikosti zkoumaného souboru a zvolené statistické metody
odpovidaji cilim prace. Vysledky jsou piehledné¢ formulovany. Prace je psina Ctivou
estinou. Literatura je citovana konzistentné dle piijimané konvence v pfiméfeném rozsahu a
je aktudlni. Grafy a tabulky jsou piehledné¢ a prehledné popsané. Zavéry jsou jasné
formulované a napliiuji stanovené cile. Autorka pfispiva tviréim zptisobem k poznatkim ve
zpracované oblasti vyzkumu. Ziskana data jsou vysledkem dlouholeté plodné spoluprace
s 1ékafi III. interni kliniky FN Olomouc. Vysledky prace napomohly zavedeni néckterych
laboratornich testil do rutinni praxe, jiné ptispély k dosavadnimu poznéni v dané oblasti.

K praci mam dva dotazy:
1. Anti-CCP1, anti-CCP2, anti-CCP3 nebo anti-CCP3.1? Jaké z dostupnych testd
pouzivat v laboratorni diagnostice revmatoidni artritidy v klinické praxi, jejich vyhody
a nevyhody?

2. Jaky je vyznam nové detekovanych autoprotilatek proti karbamylovanému peptidu
(anti-CarP) v diagnostice revmatoidni artritidy?

Zavér:

Posuzovana disertatni prace obohacuje a dopliiuje nase poznani dané problematiky
laboratorni  imunologické  diagnostiky  systémovych autoimunitnich revmatickych
onemocnéni. Vysledky prace a jeji zpracovani svéd¢i nejen pro autorCiny vynikajici teoretické
znalosti zkoumané problematiky, ale také pro schopnost aplikovat je v konkrétni situaci
(sestaveni souboru, volba metodik, schopnost interpretace vysledki). Tato prace prokazuje
predpoklady autorky k samostatné tvotivé védecké praci a doporucuji jeji piijeti v pfedlozené
form& komisi oborové rady DSP v oboru lékafska imunologie a na jejim zakladé po
projednani, usp&$ném absolvovani oponentského fizeni a splnéni zdkonnych podminek
udéleni akademického titulu Ph.D. dle § 37 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.
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