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UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
Dékanat, Hnévotinska 3, 779 00 Olomouc

V Olomouci 24. 8.2017
Zapis o konani obhajoby diserta¢ni prace v oboru Neurologie

MUDr. Zuzana MatejCikova, 1ékarka Neurologické kliniky LF UP a FNOL, studentka
kombinované formy doktorského studijniho programu Neurologie na LF UP v Olomouci

Téma disertaéni prace: ,,Zapalové markery vsére a likvore u pacientov s roztrisenou
mozgovomiechovou sklerézou“

Obhajoba se konala v Olomouci dne 24. srpna v 11:00 hodin.
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Ustav patologické fyziologie LF UP
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Odpovede na otazky oponentov k dizertacnej praci

Prof. MUDr. Martin Petrek, CSc.
1. ZvaZovali jste, spolu se skolitelem i vySetreni jinych cytokini ¢i biomarkerii.

Ano, podla dostupnych $tadii sme zvaZovali i vy3etrenie inych cytokinov (napr. IL-17, IL-23).
IL-17 a IL-23 by sme chceli v budicnosti do vyskumu zahrnit, kedZe sa javia byt podla
najnovsich studii doleZité vimunopatogenéze roztrusenej sklerdzy.

2. V uvodu v cdsti o terapii fingolimodem se na str. 30 ¢tendr dozvi, Ze , Pokial
poklesne absolttny pocet lymfocytov pod 0,2 g/l je nutné lie¢bu ukondit.” Kde je v
tomto tvrzeni chyba?

Spravne by malo byt, Ze je nutné liecbu prerusit, ked' je absolutny pocet lymfocytov
0,2x10%/1.

3. Vuavodu, v oddile o genetice roztrousené sklerozy, zmifiujete moznou ulohu
epigenetickych faktori v patogenezi studovaného onemocnéni. MiiZete prosim
upresnit a rozvést.

Epigenetické mechanizmy zahfnaju DNA metylaciu, modifikaciu histénov a
posttranskripéné umlcanie génov spojené s efektom mikroRNA — tieto mechanizmy mozu
hrat dlohu v sprostredkovani efektu environmentalnych faktorov (faj¢enie - metylacia DNA,
deficiencia vit. D — aktivna forma vit. D vedie k posttransla¢nej modifikacii histénov a
zabranenie transkripcii génu pre IL-17)

Demyeliniza¢né procesy mozu byt ovplyvnené hypometylaciou génu PAD2. Substratom pre
PAD2 je MBP, ktory je tymto procesom hypercitrulinovany, ¢o zva¢Suje rozsah
demyelinizacie

4. Existuje podle Vds mozZnost uplatnéni méreni Vami stanovenych cytokint v likvoru
pri sledovani klinického vyvoje nemoci, pfip. posuzovani jej zdvaZnosti (napf. ve
smyslu charakterizace forem nemoci, popsaného Vami napr.na str. 16).

V buducnosti by mohli byt cytokiny vyuZivané k monitoracii efektivity lie¢by choroby alebo
tiez ako prediktivny marker zavaZnosti choroby. Forma RS sa zisti aZ behom observécie a
pravidelnych kontrol pacientov, preto vyuZitie tychto markerov ako prediktivnych faktorov
formy RS je menej pravdepodobné.

5. Mohla byste, prosim, upresnit, jak zamyslite pokracovat pfi prdci na pfehledném
clanku, ktery tvori zavér dizertace, napf. rozsifrenim textu, dokumentace formou
tabulky, schématu, ilustrace ¢i doplnénim citacniho apardtu (t.¢. 15 citaci).



Clanok bol u? v tejto podobe prijaty do Neurologie pro praxi, G¢elom bolo prehladne
spracovat problematiku pre ambulantnych neurolégov, kde je stanoveny rozsah i poéet
citacii (maximalne 20).

Doc. MUDr. Pavel Stourag, Ph.D.

1. Definovat strukturdlné a funkéné hematoencefalickou a hematolikvorovou bariéru
a jejich roli v transportu latek mezi cirkulaci a CNS.

Hematoencefalicka bariéra (oddelfuje mozgové tkanivo a krvny obeh)
3 vrstvy:
1 - vrstva endotelovych buniek
2 - bazdlna membrana
3 - vybeZky astrocytov
Funkcie: ochrana CNS, vSeobecne umozriuje prestup lipofilnych latok (napr. steroidné
hormény) a malych molekul (H,0, O, CO,, etanol...) a neprenikaju cez fiu latky hydrofilné
(pokial'nemaju prislusné transportéry ako napr. glukéza (GLUT 1), AMK); bréni prieniku
mikroorganizmov a infekciam do CNS, obmedzuje prestup protiladtok i ATB

Hematolikvorova bariéra (oddeluje mozgovomiechovy mok a krv)-

3 vrstvy:

1 - choroiddlne epitelidine bunky

2 - bazdlna membrana

3 - vrstva endotelu kapilar pia mater

Funkce: obmedzuje vstup latok z krvi priamo do likvoru, permeabilnejsia ako
hematoencefalicka bariéra; je priepustna pre mnohé proteiny krvnej plazmy
(prostrednictvom pinocytdzy alebo aktivnym transportom)

2. Uvést vlastni hodnoty Qalb v ramci vékové normy u pacientii v souboru RS, resp.
vyznacit kolik téchto pacienti mélo abnormdlni hodnoty. Z uvedeného vysledku
vyplyvd jen vysledek statistického hodnoceni.

45 pacientov malo hodnoty Qalb nad hornu hranicu normy a viésina zo zostdvajucich
pacientov sa bliZilo k hornej hranici normy.

3. Uvést kratkou prehlednou biologii IL-8, tj. produkci, koncentrace, mechanizmus
transportu a prestupu, biologicky polo¢as a mozné metodiky jeho stanoveni.
Uvedené parametry hraji vyznamnou roli pfi stanoveni a interpretaci vysledkii a
nepochybné stoji v pozadi ¢asto nejednotnych vysledku riiznych publikaci jak sama
autorka v prdci zminuje.



e Interleukiny st vieobecne produkované vacésinou lokdalne (IL-8 je produkovany
makrofagmi, lymfocytmi, epitelidlnymi bunkami, endoteliami), zavislé na interakcii
imunokompetentnych buniek a antigénov, z toho dévodu je vyhodné ich stanovovat
v izolovanom biologickom kompartmente (napr. CNS + likvor), pretoZe nemusia
prechadzat cez Ziadne biomembrany a bariéry (syntetizované priamo v danom biol.
kompartmente)

e |L-8 p6sobi cez receptory CXCR1 a CXCR2 (s G proteinom sprazené receptory
fungujuce  na principe signdlnej transdukcie)

e funkcie: chemotaxia neutrofilov do miesta zdpalu, antivirusové ucinky a zvySenie
fagocytdzy

e vSeobecne maju interleukiny kratky biologicky poléas (radovo mindty), s tym suvisi aj
prudky nastup ich syntézy (90-180 min)

e princip detekcie:

Imunoanalytickd metdda s chemiluminiscenciou - citliva analytickd metdda, u ktorej
sa k analyze vySetrovanych latok vyuZivaju reakcie antigénu (v naSom pripade teda IL-
8) so Specifickou protilatkou. Analyza sa vykondva vo vySetrovanych telesnych
tekutinach iba vo velmi malych koncentraciach (pg/ml). Ako chemiluminiscen¢né
markery sa pouzivaju bud luminofory (luminoly, akridinium ester) alebo
chemiluminiscencné reakcie katalyzované enzymami (napr. peroxidazou).

e Referencné medze IL-8 (CSF, sérum): 0-62pg/ml

Odpovede na otazky k dizertacnej praci v ramci diskusie pri obhajobe
Prof. MUDr. Jan Bentin, PhD.

Suhlasite s tym, Ze roztrusend skleroza je fenotypovo a patogeneticky r6znorodé ochorenie,
a preto mézu byt interindividudlne rozdiely v ramci vysetrovanych biomarkerov?

Ano, s tymto tvrdenim plne suhlasim.
Prof. MUDr. Josef Bednafrik, CSc.
Jsou rozdilné vysledky v pilotni a rozsifené studii?

Nie, vysledky rozsirenej studie potvrdili vysledky pilotnej, tj. zvy3ené hladiny IL-8 a beta-2-
mikroglobulinu v likvore u pacientov s roztrisenou sklerézou v porovnani s kontrolnou
skupinou. A naviac boli v rozSirenej studii zistené nizsie hladiny IL-8 v sére.

2vaZovala jste korelaci markerov zanétu s MR?

Nezvazovali, pretozZe by vysledky neboli dostatocne validné. MR bola v niektorych pripadoch
prevedena skor ako lumbalna punkcia a MR boli zhotovené na réznych pracoviskach.



Prof. MUDr. Jaroslav Opavsky, CSc.
ZvaZovala jste korelaci zanétlivych markerov s EDSS?

Ano, spolu so kolitefom sme zvaZovali tuto koreldciu a bude predmetom dalSieho vyskumu.
Chceli by sme tymto dokazat alebo vylucit, ¢i nami sledované biomarkery mézu byt
v buduicnosti prediktivnym markerom miery invalidity pacientov.



