OPONENTSKY POSUDEK

doktorské disertaéni prace Ing. Reginy Fillerové

vypracované na Ustavu imunologie, Lékaiska fakulta Univerzity Palackého Olomouc

S nazvem

“Studium vybranych medidtorii zanétlivych a fibrotizacnich procesii u pacientii s difiiznimi

plicnimi nemocemi*

Diserta¢ni prace Ing. Reginy Fillerové byla vypracovana v ramci doktorského studijniho
programu Lékaiska imunologie na Ustavu imunologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého

v Olomouci pod vedenim Dr. Evy Kriegové.

Samotna prace ma celkem 120 stran a je doprovazena seznamem praci publikovanych
autorkou béhem studia. K samotné disertaini praci se vztahuji 4 ptivodni prace publikované
v Casopisech s impakt faktorem, u jedné z nich je Ing. Fillerova prvnim autorem a u ostatnich
spoluautorem. K ptedkladané disertaéni praci se také vztahuje ptehledny ¢lanek publikovany
v recenzovaném ¢asopise, kde je studentka také prvnim autorem. Dalsi dvé pivodni prace,
vztahujici se k diserta¢ni praci, u kterych je Ing. Fillerova prvnim autorem, jsou rozpracované.
Publika¢ni aktivitu doktorandky pak dokladaji dalsi uvedené publikace u dalSich nemoci se
zanétlivou slozkou (8 plvodnich praci v Casopisech simpakt faktorem, 1 prace
v recenzovaném &asopise, dalsi pavodni prace vrecenznim fizeni), soucasné sfadou
prezentaci na narodnich/mezinarodnich konferencich a celkovym poctem 181 citaci (dle Web

of Science).

Diserta¢ni prace vychazi z vysledkd autorky, je pfehledné ¢lenéna do 9 zdkladnich ¢asti a
je ndzorn& doprovazena fadou tabulek, obrazkil a gratli. Seznam literatury tvoii 190 pfevazné
recentnich citaci, coz doklada aktudlnost tématu, a uvedeny jsou rovnéz publikace z vlastniho

pracoviste.

V Gvodni ¢asti se autorka zabyva popisem difuznich plicnich nemoci, zejména
problematikou dvou nejéast&jsich z nich; sarkoidézou a idiopatickou plicni fibrézou. Autorka
se vénuje popisu jejich etiopatogeneze a dale moznosti vyuZiti modernich molekularné
biologickych metod k uréeni kandidatnich molekul pro prakticky odraz v diagnostice,

prognozovani a neposledni fad¢ i v terapii t€chto onemocnéni.
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Cile diserta¢ni prace pak vyplyvaji z této Givodni ¢asti a jsou jasné formulovéany a ¢lenény
do Sesti podjednotek, které se zaméfuji na studium genovych a proteinovych expresnich
profilt vybranych kandidatnich molekul ucastnicich se zanétlivych a profibrotizaénich

procesti u pacientl s difuznimi plicnimi onemocnénimi.

V praktické ¢&asti se autorka v kazdém ze Sesti oddili jednotlivé vénuje popisu dané
problematiky zejména z pohledu molekularné biologického, popisu pouzitych metod a
samotnym vysledkiim. Z metodologického hlediska byly pouzity postupy zaloZené na
kvantitativni RT-PCR metodé pro stanoveni mRNA exprese, proteinova exprese pak byla
studovana pomoci imunohistochemie a pomoci nové technologie, kombinujici interakci
antigen-protilatka a naslednou detekci pomoci qPCR. Pro detekci vybraného polymorfismu
u pacientii se sarkoidézou byla vyuzita technologie MassArray. jez k detekci vyuziva
hmotnostni spektrometrii. Také byla provedena funkéni ex vivo studie pro stimulaci tvorby
granuloml. Popis statistickych metod pouzitych k hodnoceni ziskanych vysledki je adekvatni

a svéd¢i o zvladnuti i této ¢asti védecké prace.

Vysledky jsou zpracovany pomérné obsahle a jsou doprovazeny 13 tabulkami a 33
grafy/obrazky. V prvni &asti je identifikovan stabilni referencni gen PSMB2 a RPL32 pro
qRT-PCR studie v burikach bronchoalveolarni lavaze, ktery do té doby nebyl popsan.
V dalgich ¢&astech autorka potvrdila kliCovou roli transkripéniho faktoru T-bet v regulaci
cytokin/chemokinové sité u plicniho zanétu u sarkoidézy a déle také potvrdila ucast miRNA
molekul na téchto procesech. Dal$im kliC¢ovym nalezem popsanym v nasledné Casti bylo
potvrzeni vyznamné role transkripéniho faktoru STAT3, esencidlniho aktivatoru Th17 bunek,
v indukei profibrotizatnich zmén v plicich. V neposledni fadé autorka popsala odlisné
proteinové profily typické pro IPF a sarkoidézu a jeji klinické fenotypy, a to vséru i
bronchoalveolarni tekuting. Posledni &ast je vénovana studiu polymorfismu ANXATI

1s1049550 a jeho vlivu na tvorbu granulomii u sarkoiddzy.

Diskuze je uspofadana do podkapitol dle jednotlivych experimentil. Doktorandka
komentuje dosazené vysledky a porovnava své nalezy a zavéry s publikovanymi udaji
uvedenymi ve svétové literatufe, pficemz se snazi o zhodnoceni svych dat i literarnich udaj.
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vyuziti ziskanych poznatkd k pochopeni pfi¢in vzniku a pribéhu onemocnéni a mozného

terapeutického vyuziti.



K préaci mdm nasledujici dotazy:

1) Jak si vysvétlujete funkeni dopad ANXA11 polymorfismu na tvorbu granulomu? Jaké
dal$i molekuly se na tvorbg granulomt podili?

2) Autorka v metodické &4sti popisuje novou technologii kombinujici klasickou interakci
antigen-protilatka s detekci pomoci PCR. Jaka je citlivost dané metody a jaké jsou
vyhody v porovnéni s metodou ELISA?

3) Bude autorka pokragovat ve vyzkumu dané problematiky? Pokud ano, jakym smérem?

Zivéreéné hodnoceni:

Autorka se ve své praci zaméfila na aktualn téma, k jehoZ feSeni zvolila adekvatni
metody, splnila stanovené cile a piina3i fadu originalnich vysledki, jejichZ vyznam i kvalita
byly ovéfeny publikacemi v Casopisech s IF. PredloZena prace odpovida poZadavkiim na

diserta¢ni praci, proto mohu konstatovat, Ze:

autorka predlozené prdce prokdzala tviirci schopnosti a prdce splnila pozZadavky kladené
na disertacni prdci v oboru imunologie, a proto ji doporucuji k obhajobé a na zdklads
obhajoby k udéleni akademického tituly doktor, ve zkratce Ph.D. d{e § 47 Zdkona o vysokych
Skoldch ¢. 111/98 Sb.
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doc. MUDr. Zuzana Cermékové, Ph.D.
Prednostka Krevniho centra FNO



Doc. MUDr. Maria Bucova, CSc.,

Imunologicky Ustav, Lekarska Fakulta UK, Sasinkova 2, 811 08 Bratislava

Posudok na dizertaénii pracu
Autorka: Ing. Regina Fillerova

Nazov: Studium vybranych medidtor( zanétlivych a fibrotiza¢nich
procestl u pacientd s difiznimi plicnimi nemocemi

Dizertacna praca Ing. Reginy Fillerovej sa zaobera najcastejsimi difGznymi pl'icnymi
chorobami — sarkoidézou a idiopatickou pl'icnou fibrézou, ktorych etiopatogenéza je
velmi komplexna a doteraz nie je objasnena.

Autorka vo svoje praci vychadzala z poznatku, ze k pochopeniu etiopatogenézy
tychto chor6b mdze poméct’ sledovanie kI'dCovych génov a mediatorov, ktoré sa na
rozvoji chordb podiel'ajl. Preto sa v préaci zamerala na &tddium vybranych medidtorov
zapalovych a fibrotizaénych procesov u tychto chordb. Studovala vhodné referenéné
geny, Ulohu Thi transkripéniho faktora, tiez molekdl, ktoré sa podiel'ajd Th17
imunitnej odpovedi, cytokinovd a chemokinovd siet’ a ich transkripénu
a postranskripCnu reguldciu a funk&ny dopad polymorfizmu v géne pre annexin 11
(rs1049550, ANXA11). Okrem toho st¢asne hladala vhodné biomarkery, ktoré by
mohli slizit’ k prognézovaniu a sledovaniu odpovede na lie¢bu. Vyuzila k tomu
najmodernejsSie molekuldrno-biologické a proteomické metodiky.

Praca je napisand kvalitne a zrozumitel'ne na 131 stranich a je vhodne
zdokumentovand 12 tabul'kami a 39 obrdzkami. Samotna praca je Clenend do Siestich
kapitol, za ktorymi nasleduje zoznam skratiek, pouzitd literat(ra a nakoniec abstrakty
a publikacie autorky. Autorka vo svojej préci ziskala zaujimavé vysledky, ktoré
publikovala v karentovych ¢asopisoch a v asopisoch s impakt faktorom.

Cennym vysledkom bolo dokézanie zvySenej expresie Thi transkrip&ného faktoru
T-bet u sarkoiddzy a tieZ korelcia jeho expresie s expresiou IFN-y a CXCR3 a daldich
kf'iCovych molekdl Thi imunitnej odpovede, ktoré maju Glohu v patogenéze
sarkoiddzy. U progredujlicej sarkoiddzy zistili zvySenU expresiu transkripéného
faktoru STAT-3, ktory je kI'i¢ovym reguldtorom Th17 imunitnej odpovede. Okrem
toho sa u pacientov s progresiou choroby imunohistochemicky dokazala pritomnost’
STAT-3 a IL-17 proteinu v alveolarnych makrofagoch, v tkanivovych histiocytoch aj v
lymfocytoch. Ziskané (daje podporujt k'ta¢ova tlohu Thi a Thi7 imunitnej odpovede



v etiopatogenéze sarkoiddzy a tiez vplyv Thi transkripéného faktoru na reguldciu
cytokinovej a chemokinovej siete.

Autorka so svojimi spolupracovnikmi ako prvi popisali mikro RNA profil v bunkach
tekutiny z BAL u sarkoiddzy, Co doteraz vo svetovom pisomnictve nebolo
publikované. Vel'mi cenny je aj dékaz funkéného dopadu polymorfizmu rs1049550
v géne ANXA11 na tvorbu granulémov u sarkoiddzy.

V praci sa mi vel'mi pacili aj vysledky s bunkami z tekutiny z BAL. Z teoretického
prehl'adu je jasn€, Ze autorka sa dobre orientuje v danej problematike. Praca je
napisana kvalitne, precizne, ma logické ¢lenenie ako aj vel'mi logicky postup pri
stanovovani jednotlivych dielCich ciel'ov, do ktorych bolo zapojenych viacero
pracovisk a ktorych vyrieSenie poskytlo nakoniec komplexny pohlad na riegent
problematiku. Vel'mi ocefiujem kvalitné Statistické vyhodnotenie vysledkov a ich
grafické spracovanie. Vysledky prace Ing. Reginy Fillerovej mdZu prispiet’ k
pochopeniu mechanizmov rozvoja zapalovych a profibrotizacnich procesov u
pacientov s difiznymi pl'icnymi chorobami.

Zaver:

Pracu Ing. Reginy Fillerovej odpori¢am k obhajobe a na zéklade Uspesnej obhajoby
doporuCujem, aby jej bol udeleny akademicky titul Ph.D.
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V Bratislave, 28.4. 2017 doc. MUDr. Maria Bucova, CSc.



