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Vazeni kolegové,
pfedné mi dovolte, abych podékoval za dlvéru, s niz jste mi odeslali vySe uvedenou disertacni praci
k posouzeni.

Uvod

Jedna se o originalni praci vénuijici se problematice CMV specifické imunity po alogenni transplantaci
krvetvornych kmenovych bunék a transplantaci ledviny a to v Sirokém rozsahu od detekce specifickych
lymfocytdrnich subpopulaci az po jejich vyuziti v predikci a |écbé CMV reaktivaci. Prace vychazi z péti
¢lankd publikovanych v zahranicnich ¢asopisech v letech 2014 az 2019, na kterych se uchazec¢ podilel jako
hlavni autor nebo spoluautor.

Prace je opatiena teoretickym Uvodem, ktery sumarizuje problematiku protivirové imunity po alogenni
transplantaci s akcentem na T-bunécné subpopulace. Popisuje moderni analytické metody pro sledovani
stavu a aktivity imunitniho systému po transplantaci, cytometrické i molekularné genetické, a vénuje se
také pokrocilé analyze multiparametrickych cytometrickych dat. Vysledky prace odkazuji na
predpokladané cile a presentuji hlavni myslenky jednotlivych publikacnich vystupl. Text prace tvori 76
stran vcetné tabulek, grafli, seznamu citované literatury a pét pfriloh, resp. ¢lanku, ze kterych prace
vychazi.

Obsahova stranka a vysledky disertacni prace

Téma disertacni prace je velmi aktualni. Reaktivace CMV infekce a jeji |1é¢ba maji vyznamny vliv na
morbiditu pacientl podstupujicich transplantacni l1écbu. Jeji v€asna a spravnd diagnostika pfispiva ke
snizeni dopadu této komplikace na mortalitu a kvalitu Zivota nemocného.

Jednim z cilt prace bylo charakterizovat populace T-lymfocyt(, které umoznuji kontrolu CMV reaktivace
u pacientl po alogenni transplantaci hemopoetickych kmenovych bunék. Pacienty s rychlou eliminaci viru
bylo mozno identifikovat podle exprese CD8+ T-lymfocytl produkujicich IFNy a IL-2. Riziko vzniku CMV
reaktivace bylo signifikantné snizené pfi pritomnosti téchto lymfocyt(i a také pti absenci kortikoterapie
v potransplantacnim obdobi.

Schopnost detekovat CMV specifické lymfocyty byla vyuzita k pilotni studii s jejich adoptivnim pfenosem
v ramci |é¢by CMV reaktivaci u rizikovych pacientd. Podani CMV specifickych T-lymfocytl izolovanych
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z krve haploidentickych darct bylo provedeno u dvou pacientli a u obou vedlo k dobré kontrole virové
reaktivace.

Na souboru pacientll po transplantaci ledviny byly vySetfovany klony T-lymfocytl, které zkrizené
rozpoznavaji CMV a alo antigen a mohou hrat roli v rejekci Stépu. Analyza TCRP repertoaru prokazala
pritomnost klonl sdilenych mezi alo a CMV specifickou reakci. Porovnani zkfizené reagujicich klon(
s klony T-lymfocytu izolovanymi z biopsie ledviny ukazalo, Ze alo reaktivni klony jsou v transplantatu nejen
pfitomné, ale nékdy i v prekvapivé vysokych frekvencich a odpovidaji CMV asociované akutni rejekci
§tépu. Casné zahajeni protivirové lé¢by je proto nejen prevenci CMV nemoci ale také T- bunééné rejekce.

Pro komplexni analyzu lymfocytarnich subpopulaci byla optimalizovdana metoda hmotnostni
spektrometrie a také metoda pfipravy vzorku, kdy byly porovnany vysledky ziskané klasickou izolaci
v hustotnim gradientu a CD81+ afinitni chromatografii z pohledu cCistoty a kompozice vzorkl. Data byla
nasledné zpracovdna clusterovou analyzou, ktera identifikovala celkem 37 unikatnich populaci (z¢asti
expertné identifikovanych a z¢asti nesupervidovanych).

Hodnoceni disertacni prace

Disertacni prace je prehledné usporadana. Formalni Uprava i jazykova uroven jsou v poradku. Prace je
napsana dobrou cestinou bez gramatickych chyb ¢i preklepl. Diskutovand problematika je podana jasné
a srozumitelné a srozumitelné jsou popsany i pouzité analytické metody. V jednotlivych kapitolach se
uchaze¢ vénuje rfeSenym problémUim dostatecné dikladné, vhodné analyzuje dostupnou literaturu a
vyvozuje aktudlni zavéry. Pouzité statistické testy jsou adekvatni, nejsou pritomné evidentni
metodologické chyby.

Publikace predlozené v rdmci disertacni prace (5 publikaci) a ostatni publikace autora (6 publikaci) maji
vysokou Uroven, byly otistény v zahrani¢nich ¢asopisech s primérnym IF 4,2 na publikaci.

Prace pfindsi zajimava novd data o problematice rekonstituce protivirové imunity po alogenni
transplantaci, jejich korelaci s dalSimi peritransplantacnimi parametry, a zaroven nabizi moZnosti
upresnéni predikce virové (CMV) reaktivace a algoritm0 pro indikaci protivirové lécby véetné adoptivni
imunoterapie. Pilotni vyuziti imunoterapie v kontrole CMV reaktivace je vychodiskem pro vyzkum virové
specifickych lymfocytl urcenych k 1é¢bé dalsich infekci (EBV, ADV). Na problematice transplantaci ledviny
je naopak demonstrovan moziny negativni efekt T-bunécné imunity, kterd pfi protivirové imunitni
odpovédi mlzZe soucasné prispivat ke vzniku rejekce transplantatu.

Dotazy

1. Jaké procentualni zastoupeni CMV specifickych IFNy produkujicich T-lymfocytl lze ocekavat u
zdravych darcl a jaka hodnota je potrebna pro jejich Uspésnou izolaci a adoptivni prenos?

2. Ve své praci jste identifikovali T-lymfocytarni subpopulace, které upresnuji riziko CMV reaktivace a
délku jejiho trvani. Zménili tyto informace néjakym zpUsobem zavedené postupy pro pre-emptivni
[éCbu.

3. Kortikosteroidy podavané pro [écbu GVHD jsou vyraznym rizikovym faktorem CMV reaktivace. Je tento
vliv zavisly na davce, resp. existuje néjaka ,bezpecnd“ ddvka s malym dopadem na imunitni
rekonstituci ?

4. Detekovali jste zkFizené reaktivni T-lymfocytarni klony u pacient(l po transplantaci ledviny, které hraji
roli pti rejekci transplantatu. Lze u pacientl po transplantaci krvetvornych bunék pozorovat podobny
efekt ve smyslu asociace CMV reaktivace a GVHD resp. relapsu ? Pokud ano, pozorovali jste jej ve svém
souboru?
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Zavér oponenta

Praci hodnotim celkové kladné. Pres vySe uvedené dotazy je mozno konstatovat, Ze prace splnila
stanovené cile. Jde o dulezity prispévek k problematice analyzy protivirové imunitni rekonstituce a reseni
CMV reaktivaci po transplantaci. Tyto informace nasledné umoznuiji individualizaci antivirové |éCby, ktera
ma dopad na dlouhodobé preZiti transplantovanych pacienta.

Uchazec prokazal dostatecné teoretické a praktické znalosti problematiky a tvarci schopnosti, a proto
doporucuji predloZzenou disertacéni praci k jeji obhajobé. Disertacni prace splnila stanovené podminky,
proto také doporucuji, aby na zakladé uspokojivého zodpovézeni otazek oponentli a Uspésné obhajoby
byl Mgr. Ondreji Peldkovi udélen akademicky titul PhD. podle § 47 Zakona o vysokych skolach ¢. 111/98
Sh.
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