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DizertaCni price je zaméfena na problematiku biologické charakteristiky nové
diagnostikované chronické lymfocytarni leukemie se zfetelem na vysoce rizikovou skupinu
nemocnych a jejich vztah k prognoze a 16¢be.

Vlastni text diserta¢ni prace ma 74 stran, 165 literarnich odkazg, 7 tabulek, 12 obrazki. Préace

ma teoreticky Uvod, cile disertatni prace, vlastni soubor, metodiku, vysledky, diskuzi, zaveéry
a souhrn.

Téma prace:
Zvolené téma prace je vysoce aktualni.

Chronickeé lymfocytarni leukémie je onemocnéni, které je znamé svym heterogennim
klinickym priibéhem. Studium prognostickych faktort nabyva stale vétsi vyznam v dne$ni
dobé, kdy se pted nami oteviraji nové lé¢ebné moznosti a koncept individualizované 1é¢by.
Prace je zam&fena na skupinu prognosticky nejrizikovéjsich pacientd, jejichZ nepitizniva
prognéza je definovéna genetickymi zménami, jako je delece 17p , mutace TP53, delecellq
a piitomnost komplexniho karyotypu. Tyto zmény jsou spojovany u CLL s kratkym celkovym
piezitim, kratkou dobou do zahajeni 1é¢by a kratkou odpovédi na podanou terapii.

Cil prace:

Dizertaéni prace je zaméfena na studium biologickych charakteristik nové diagnostikované
CLL a jejich vztahu k 16¢b& a prognéze a déle na urdeni ultra-rizikovych skupin pacientd,
kteti by profitovali z 1éby novymi lééebnymi modalitami.

Cilem bylo studovat expresi HLA-DR a imunomodulaéni G&¢inek ibrutinibu na leukemické
buriky, T lymfocyty a monocyty u pacientti s CLL.

Stanovit dynamické zmény v poétu a aktivaci leukemickych bunék, T lymfocytd a monocytl
béhem kratkodobé a dlouhodobé 1é¢by ibrutinibem .

Ur¢it klicové klinické, demografické a laboratorni parametry majici vztah k prognoze
pacientl s CLL Ié¢enych chemoimunoterapii.

Identifikovat ultra-rizikové pacienty s genetickymi zm&nami, ktefi by profitovali z lécby BCR
inhibitory a blokétory bcl-2 signélni drahy.



Stanovit dynamické zmény v HLA — DR expresi béhem kratkodobé a dlouhodobé 1écby
ibrutinibem u pacient s CLL.

Zvolené metody zpracovani:

PouZzitd kombinace multivariaénich a sitovych pfistupti prokazala vysoky potencial pro
identifikaci rizikovych pacienti.

Vsechny statistické analyzy (Mann-Whitney-Wilcoxon test, receiver operating characteristic
curves (ROC), Kaplan-Meierovy kiivky preziti) byly provedeny za pouziti R statistického
software. Celkové preziti (OS) bylo definovano jako ¢as od doby diagnézy do data posledniho
sledovani nebo data umrti z jakékoliv pfiCiny. P hodnota < 0,05 byla povazovana za
signifikantni.

Pro vizualizaci vnitfnich vztahd (podobnosti) mezi klinickymi, demografickymi
a laboratornimi daty u jednotlivych pacientii byla pouzita metoda sitovych konstrukei na bazi
analyzy nejblizsiho souseda.

Vysledky:
Kohorta pacienti se sestavala ze 116 paciett s CLL.

Prvni ¢ast prace je vénovana studiu exprese HLA-DR a in vitro a in vivo imunomodula¢nimu
ucinku ibrutinibu.

Prokazan byl nejen imunomodulaéni efekt ibrutinibu na expresi molekuly HLA-DR, ktera
hraje kli¢ovou roli v nastoleni G¢inné protinddorové imunitni odpovédi, nejen na leukemické
buriky ale také na T lymfocyty a monocyty mikroprostiedi.

Dale byly prokdzany dynamické zmény v poctu i aktivaci CLL bun€k, T lymfocytd
a monocytt béhem kratkodobé a dlouhodobé 1é€by ibrutinibem.

Jedna se o prvni zminku pojednavajici o zménach v kinetice B bunétného antigenniho
receptoru (BCR) a internalizaci malignich bunék u CLL po kratkodobém a dlouhodobém
uzivéni ibrutinibu.

Dalsi &ast prace byla zacilena na skupinu vysoce rizikovych pacienti (HR-CLL).

Data odhalila tfi hlavni podskupiny HR-CLL pacientd na ziklad€ kombinace kliCovych
prognostickych faktori (dell7p/mutace 7P53, delllq, piitomnost komplexniho karyotypu,
lymfadenomegalie, pfitomnost splenomegalie a pohlavi pacienti.

Subanalyza identifikovala dv& ultra-rizikové HR-CLL podskupiny sestavajici se z 1) muzu
s poruchou 7P53 s / bez CK a i) Zen s poruchou 7P53 a CK.

Kromé toho byla identifikovana skupina pacienti s CK + del (11q) svelmi Spatnou
kratkodobou prognézou.

Identifikace ultra-rizikovych HR-CLL pacientt muze v blizké budoucnosti pomoci
stratifikovat CLL pacienty dle progndzy a pomoci pfi rozhodovani o 1é€bé.



Tato prace vychazi ze zkuSenosti pracovisté Hemato-onkologické kliniky FN Olomouc
s neselektovanou populaci CLL pacientd, se Sirokym spektrem komplikaci a neZadoucich
ucinkl na rozdil od komer¢nich studii.

Vysledky prace pfispély k aktualizaci doporuéeni vySetfovani prognostickych faktort
v klinické praxi HOK LF UP a FN Olomouc.

Spinéni stanoveného cile:
PfedloZena prace jednoznaéné splnila svij cil.

Dotazy:
1. Které prognostické faktory jsou nejdulezitéjsi pii vybéru 1é€by pacientli s CLL novymi 1éky
BCR inhibitory a blokatory bel-2 signalni drahy?

2. Hodlate se uvedenou tématikou dale zabyvat?

Zavér

Jednd se o praci, kterd je velmi dobfe zpracovand, srozumitelnd a aktudlni s klinickym
dopadem. M4 vSechny formalni nélezitosti vyzadované pro feSeni v&decké hypotézy.
Dokazuje schopnost autora k samostatné védecké préci a kritického zpracovéni literarnich a
vlastnich poznatkt. Pfinasi nékteré nové védecké poznatky. Prace je precizni, s dostateCnym
mnozstvim literatury, doplnéna tabulkami a grafy. Zcela odpovidd pozadavkiim pro
vypracovani disertaéni prace.

PakliZe spliiuje i ostatni kritéria kladena na studenty postgradualniho programu Lékaiské
fakulty Univerzity Palackého v Olomouci, doporucuji praci pfijmout v pfedloZené formé
jako podklad k obhajobé¢ a na jejim podkladé doporucuji pfidé€lit uchazeéi titul Ph.D. dle §47
Zékona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.
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Chronicka lymfocytarna leukémia (CLL) je nadorové ochorenie, ktoru charakterizuje
progresivna akumulacia funkéne nekompetentnych klondinych B-lymfocytov typickej
morfoldgie a imunofenotypu. V zdpadnych krajinach patri k najrozsirenejSim leukémiam
medzi dospelymi (25 az 30 % leukémii).

CLL je choroba, ktora ma velmi variabilny priebeh. Kym u niektorych pacientov s CLL
dlZku Zivota neskracuje, u inych sa chova velmi agresivne, rychle progreduje a prezitie
pacienta od stanovenia diagndzy je 2—3 roky. V jej patogenéze maju délezZitu ulohu genetické
zmeny - delécia dlhého ramienka chromozému 11 (del 11q), 13 (del 13q), ale aj kratkeho
ramienka 17p, tieZ mutdcie TP53 ako aj pritomnost komplexného karyotypu a dalSie. Okrem
genetickych faktorov sa v sére pacientov sleduju aj viaceré parametre (beta-2-mikroglobulin,
laktatdehydrogendza, thymidinkinaza, CD38 transmembranovy protein, tyrozinova kinaza 75
ZAP-70 (,,Zeta-chain Associated Protein“) a dalSie, ktoré s uvedenymi genetickymi zmenami
slizia v prognézovani pacientov a v sledovani efektu liecby. Stanovenie somatickych mutacii
génov NOTCH1, SF3B1, TP53, MYD88 a BIRC3 zacalo naberat na vyzname najmad v poslednej
dobe, a to vdaka pouzivaniu inhibitorov signalizacie B - bunkovych receptorov.

Z uvedenych skutocnosti vyplyva, Ze téma dizertacnej prace je vysoko aktualna. Je
zamerana na biologické charakteristiky novo diagnostikovanej chronickej lymfocytarnej
leukémie, jej vztahu k lie€be a progndze a tieZ na urcenie vysoko rizikovych pacientov, ktori
by mohli profitovat z lie¢by s novymi lie¢ebnymi modalitami.

Praca je napisand na 74 stranach a je vhodne zdokumentovana dostatoénym poctom

tabuliek (7) a obrazkov (12). V zavere autor uvadza 165 literarnych odkazov.



Ciele prace: Su vysoko aktualne. Autor si dal za ciel:

1., $tudovat expresiu HLA-DR a imunomodulacny ucinok ibrutinibu na leukemickée bunky, T -
lymfocyty a monocyty u pacientov s CLL

2., stanovit dynamické zmeny v pocte a aktivacii leukemickych buniek, T- lymfocytov

a monocytov pocas kratkodobej a dlhodobej lie¢by ibrutinibom u pacientov s CLL

3., urcit klt¢ové klinické, demografické a laboratérne parametre k prognoézovaniu pacientov
na chemoimunoterapii

4., identifikovat ultra-rizikovych pacientov zo skupiny rizikovych CLL pacientov s prognosticky
vyznamnymi genetickymi zmenami, ktori by profitovali z liecby novymi cielenymi BCRi

inhibitormi a blokatormi bcl-2 signalnej drahy

Zvolené metddy spracovania:
Vyber pacientov, laboratérnych postupov ako aj Statistické spracovanie vysledkov je velmi
dobry. Kombinacia multivariaénych a sietovych pristupov sa ukazala ako vhodna na

identifikaciu rizikovych pacientov.

Dosiahnuté vysledky:
Prva ¢ast prace sa venovala sledovaniu expresie molekuly prezentujucej antigén HLA-DR
vplyvom kratkodobej a dilhodobej liecby ibrutinibom a to na CLL bunkach.

Po jednom mesiaci lie€by ibrutinibom sa zniZila expresia HLA-DR ako aj CD20 na CLL
bunkach, suéasne doslo k narastu absolitneho poc¢tu CLL buniek v periférnej krvi. Naopak,
dlhodoba lie¢ba ibrutinibom viedla k vzostupu expresie HLA-DR ako aj CD20 na bunkach CLL.

Vysledky in vivo experimentov potvrdili autori aj experimentami in vitro. PoutZili
PBMC izolované od pacientov nelie¢enych s ibrutinibom s vysokym podielom CLL buniek. Po
kultivacii tychto CLL buniek v pritomnosti ibrutinibu po dobu 24 a 48 hodin sa pozorovala
vyrazne znizena expresia HLA-DR na populacii CLL. Tieto vysledky sa potvrdili aj na urovni
mRNA.

Autori dokazali imunonomudulaény vplyv ibrutinibu na expresiu molekuly HLA-DR,
ktora ma ulohu aj v rozvoji protinadorovej imunity. Efekt liecby sa prejavil na bunkach CLL,

ale tiez T-lymfocytoch a monocytoch.



V dalsej ¢asti prace dizertant pomocou kombinacie klic¢ovych prognostickych
faktorov (del 11q, del 17p, mutacia TP53, pritomnosti komplexného karyotypu,
lymfadenomegalie, splenomegalie a pohlavia pacientov) odhalil tri skupiny vysokorizikovych
pacientov (HR-CLL). Nasledna subanalyza identifikovala dve ultra rizikové HR-CLL
podskupiny, a to 1., muZov s mutdciou TP53s/bez CK a 2. Zeny s mutéciou TP53 a CK. Okrem
toho identifikoval skupinu pacientov s CK a deléciou dlhého ramienka chromozému 11 (del
11q) s velmi zlou kratkodobou progndzou. Identifikdcia jednotlivych skupin HR CLL by mohla

byt ndpomocna pri stratifikacii pacientov podla prognézy a poméct pri rozhodovani o liecbe.

Ciele prace boli splnené.
Napriek tomu, Ze ide o velmi peknt pracu, mam zopar, pripomienok.
1. V Easti Obsah by sa ziSlo ocislovat strany jednotlivych kapitol.
2. Autor pouZiva dost &asto anglikanizmy, ako napr. recentni studie, PBMC byli

,starved”, alebo performance stavu a dalSie

Zaver:
Praca je vysoko aktudlna a je napisana velmi pekne. Je zrejmé, Ze autor sa v problematike
velmi dobre orientuje, podava velmi pekny komplexny literarny prehlad danej problematiky.
Okrem toho si velmi cenim schopnost spoluprace minimalne troch vysoko erudovanych
pracovisk — hematoonkoldgie, imunoldgie a tiez Statistov. Vdaka spolupréci erudovanych
pracovnikov boli nastolené vysoko aktualne ciele a dosiahnuté pekné vysledky, ktoré navyse
boli velmi pekne Statisticky zhodnotené a graficky zdokumentované. Autor vysledky svojej
prace publikoval v karentovych ¢asopisoch.

Pracu odporuéam prijat a navrhujem, aby po jej obhajeni bol MUDr. Petrovi

Turcsanyimu udeleny vedecky titul PhD.

V Bratislave 14. 8. 2018

Doc. MUDr. Méria Bucova, CSc.



