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UNIVERZITA PAVLAC’KEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
Dékanat, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc

V Olomouci 31. srpna 2017

Zapis o konani obhajoby diserta¢ni prace v oboru Onkologie

MUDr. David Starostka, primat Oddéleni klinické hematologie NsP Havitov, p.o.,
student kombinované formy doktorského studijniho programu Onkologie na LF UP v Olomouci.

Téma préce: ,,Cytomorfologie a imunofenotyp zralych CDS5 — pozitivnich B-lymfoidnich
neoplazii“

Obhajoba se konala v Olomouci dne 31. srpna 2017 v 13:00 hod.

Komise: .
predseda: prof. MUDr. Bohuslav Melichar, Ph.D. ......c.cccoooiiiiiiiciceeccee e
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mistopiedseda: prof. MUDT. Jiti KIein, PhuD. .......... coouioiiiiieieecececeeeee et

Clenové: prof. MUDr. Jindifich Machagek, CSC. . ......cooviiiiiiiiiiie e o
doc. MUDTY. David Feltl, PR.D., MBA w.ooooooooeooeeeeeeoeoeoeeoeeeoeoeeeoeeoeeeoeeoeeeoeeoeeoeo ool
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doc. MUDr. Josef Dvorak, Ph.D. ... oo e e e,

Oponenti: . 4
doc. MUDr. Daniel Lysak, Ph.D. ...
Hematologicko-onkologické oddéleni FN Plzeri ,
prof. MUDr. Edgar Faber, CSC. ......ccovvniiiiiieiiiieeiiieeeeieeeeieeeeeiee i 5
Hemato-onkologicka klinika LF UP a FNOL

Skolitel: prof. MUDr. Tomas Papajik, CSC. ....oooviiririieiciceeeeteeeeeee ettt

Predseda komise piednesl struénou charakteristiku uchazece, hodnoceni $kolitele a vedouciho
Skoliciho pracovisté. Poté uchaze¢ vylozil podstatny obsah své disertace. Oponenti piednesli své
posudky. Uchaze¢ odpovédél na pfipominky a dotazy oponentd.

Ve védecké rozpraveé vystoupili: viz priloha — zapis o diskusi.

Hlasovani se ucastnilo Q/ ¢lent komise. Kladné hlasovalo 5/ ¢lenti, zaporné ...:!é*’.ﬁ/élenﬁ,
neplatnych listki bylo odevzdano ....... :

Usneseni:

Pritomni ¢lenové komise tajnym hlasovanim rozhodli, Ze MUDr. David Starostka obh4jil disertaéni
praci a doporucili udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych
Skolach ¢. 111/98 Sb.

prof. MUDr. Bohuslav Melichar, Ph.D.
predseda komise



Prabéh odborné rozpravy pfi obhajobé dizertacni prace MUDr. Davida Starostky na LF UP
v Olomouci dne 31.8.2017:

Prof. Faber (oponent):

Po jakych strankach je kvantitativni hodnoceni imunofenotypu B-lymfoidnich malignit naro&néijsi ve

srovnani s béZznym kvalitativnim hodnocenim ?

Kvantitativni imunofenotypizace md softwarové poZadavky na prltokovy cytometr, kvantifikace
exprese diagnostickych markerQ je ale dnes jiz standardni. Kvantifikace je ¢asové narocnéjsi, nese
s sebou pfislusné personalni naroky a jedna se o vysoce expertni analyzu.

Upravil jste na zakladé vysledkd datovych siti kvantitativnhiho hodnoceni imunofenotypu sviij ptivodni
panel protilatek ?

Na zdkladé vysledkd kvantitativniho hodnoceni imunofenotypu byla provedena redukce
diagnostického panelu s vyfazenim znakd CD35, CD22, CD25 a CD95, soudasné probiha diagnosticka
evaluace znak( CD148 a CD160.

Jaké jsou rozdily mezi vasim panelem a ndvrhem skupiny Euroflow ?

Rozdil vySetfovanych markerd je jiz pfi screeningovém vySetieni v ,LST“ (Havifov CD45, CD19, CD3,
CD4, CD8, CD16/56, kappa, lambda; Euroflow CD45, CD19, CD20, CD3, CD4, CDS8, CD56, CD5, CD38,
kappa, lambda, TCR gama/delta). Mezi panely je déle rozdil v pouZivanych klonech, resp. izotypech
protilatek a konjugovanych fluorochromech a jejich fazeni do jednotlivych zkumavek. Gatovaci
strategie Euroflow je preciznéjsi — v kazdé zkumavce se vySetfuji pro gating znaky CD45, CD19 a
CD20. Panel Euroflow navic zahrnuje téZ méné vyznamné diferencialné diagnostické znaky CD27,
CD31, CD39, CD49, CD62, HLA-DR (dif.dg. LPL, MZL, FL, DLBCL), CD185 (primarni kozni FL), CD305
(HCL a vHCL).

Doc. Lysak (oponent):

Jak byla provddéna standardizace pritokového cytometru, resp. zajisténi identické pozice okna
analyzy béhem celé doby experimentu ?

Kalibrace pritokového cytometru s nastavenim PMT se provéadi automaticky s vyuZitim kalibra&nich
sfér BD Cytometer Setup and Tracking Beads (CST Beads) ve tfech intenzitach fluorescence (bright,
mid, dim; smés fluorochrom). Nova ,baseline” se stanovuje pfi zméné 3arZe kalibra¢niho materiélu.
Vlastni méFeni se provadi 3x tydné s vyuZitim softwaru FACSDiva. Porovndavaji se namé¥ené a cilové
hodnoty MFI se stanovenim rCV pro viechny fluorochromy. Vystupem jsou Levey-Jennings grafy. Pro
kaZzdy experiment se vyuZivaji ,application settings”. Ke standardizaci analyzy navic pFistupuje
vyhodnocovani jednotlivych pfipadd jednim expertem.

Pouziti relativnich jednotek (MFI) pro vyjadfeni intenzity fluorescence je obtiZné mezilaboratorné
porovnatelné. Pro¢ nebyly pouZity jiné jednotky, napf. MESF, které jsou vhodnéj$i pro porovnani
kvantitativnich dat v ¢ase nebo mezi rGznymi pfistroji ?

V préci jsme vyuZili nejjednodussi dostupny parametr pouZitelny bé&zné téZ v rutinni praxi. VyuZiti
MESF je sloZit&jSi procedura s vyssi cenou a vyZaduje specidlni software. PouZiti absolutnich MFI



jsme opfteli o fadu vyznamnych publikaci, které dokumentuji vyuziti stejné metody vyhodnoceni
expresnich profil(:
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Vizualizace imunofenotypizanich dat v datovych sitich naznadila existenci podskupin pacientti s MCL,
event. s CLL. Nalezli jste mezi témito nemocnymi jiné odliSné laboratorni nebo klinické
charakteristiky, byla-li takova analyza provedena ?)

Dvé oddélené skupiny nemocnych s MCL se liSily expresi znakl CD38, CD35 a CD25. Nebyly nalezeny
statisticky vyznamné rozdily v parametrech hemogramu, v cytomorfologickém typu, typu postiZeni,
MIPI ani v klinickém pribéhu (viz obrazek). V siti se tésné vedle sebe vyskytly dva pfipady MCL se
zcela indolentnim pribéhem nevyzadujici doposud lé¢bu.
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Jaké konkrétni praktické wvyuZiti maji _matematické modely, které vyplynuly ze zpracovéni
imunofenotypizac¢nich dat ? Jak byly tyto modely validovény ?

Sitovy model miZe s urcitou limitaci slouZit jako vizudlni klasifikdtor CLL, MCL a CD5+ MZL pfi
zafazeni pfipadu s nezndmou diagnézou do sité (viz obrazek). Na zakladé komplexnich dat o
imunofenotypu Ize téZ konstruovat exaktni klasifikdtory typu rozhodovaci stromy (viz obrazek) a
nahodny les, které umoZiuji automatizaci hodnoceni kvantitativnich dat a automatickou klasifikaci
pfipadil s nezndmou diagnézou na principu uéeni se ze zndmych dat (trénovaci a testovaci sada,
kfizova validace). Vysledkem studie je takovy klasifikator s diagnostickou chybou nizsi nezli 5% (viz
obrazek).




