Oponentsky posudek na diplomovou praci Pavly Nedbaloveé:
Uloha vrozené a ziskané imunity v imunoterapii melanomu a pankreatického adenokarcinomu

Ve své diplomové praci se autorka vénuje v ramci vyzkumu moznosti nadorové imunoterapie tématu
vlivu vrozené a ziskané imunity na tspéch lécby. Prace spliuje po formalni strance vsechny
nalezitosti, oddily jsou vyrovnané, co se délky tyka. Prace je psdna srozumitelnym, ¢tivym a védecky
presnym jazykem bez zbyte¢ného balastu, gramatické a slohové chyby jsem také neobjevil.

V tGvodu autorka seznamuje ¢tenare nejprve obecné a moina az pfilis struéné s pfi¢inami vzniku
nadorovych onemocnéni, onkogent a kancerogenu. Autorka zminiuje 2 onkogeny, jeden pro
melanom a jeden pro pankreaticky adenokarcinom. Existuji jeSté jiné znamé onkogeny pro tyto typy
rakoviny? Dale se vénuje viastnostem nador( a pouZitych nadorovych linii. Existuji jiné modely
melanomu a pankreatického adenokarcinomu a jak se jejich vlastnosti lisi od pouzitych linii?
Autorka dale popisuje jednotlivé komponenty imunitniho systému, které jsou cilem sloZzek studovane
imunoterapeutické smési a také jejich vliv na rozvoj ¢i potlaceni nadord. Je diskutovana role
bunéénych populaci vrozené i ziskané imunity i mechanismy tGniku nadorovych bunék. Nakonec jsou
diskutovany moinosti nadorové imunoterapie. Uvod je velmi dobfe zpracovan a ctenafe seznamuje
podrobné s tematikou.

Cile prace jsou stanoveny jasné a realisticky.
Metody jsou popsany srozumiteiné a podrobné.

U vysledkd doslo ke zdvojeni stranek 28-32. Jsou predkladany vysledky 4 imunoterapeutickych
pokusu. Na str. 28 autorka pise, Ze ziskana imunita nema zésadni vliv na redukci nddorového ristu, a
to na zakladé kombinace komplexni terapie s usmrcenymi burikami. Na zakladé pokusu z obr. 1 v3ak
dle mého nazoru nelze vyhodnotit vliv ziskané imunity, protoze podle mé nelze jednoznacneé urcit,
jaky Gc¢inek mlze mit pfidani mrtvych bunék ke smési. Pro€ neni u tohoto pokusu pfeiivaci graf a jak
vypadal?

Daldi experimenty se zabyvaly vlivem CD4+ a CD8+ T lymfocyti. Obr. 3 poukazuje na vyznamny vliv
CD4+ lymfocytl na prezivani mysi. Bylo by zajimavé zjistit, jaky je pomér sub-populaci CD4+ T
lymfocytl béhem terapie. Tato informace by mohla byt klicova pro pochopeni mechanismu tspéchu
a dlouhodobého Gcinku terapie. Existuje pfedstava o tom, jakd populace CD4+ T lymfocytl je
dominantni béhem terapie? Podobné duleZité by bylo identifikovat konkrétni kion, resp. antigen,
ktery aktivuje pFislusny klon T lymfocyt(i. Ten by mohl byt v budoucnu soucasti terapie. Je toto
rediné?

Zajimavy je vliv anti-PD1 a anti-CD40 na pfeZivani i rGst nddoru. Vypada to, ze sama anti-CD40
protilatka méa sama o sobé terapeuticky tcinek. Existuji anti-CD40 protilatky s antagonistickym, slabé
a silné agonistickym U&inkem. Jaky typ anti-CD40 byl pouzit a jaky je tedy predpokliadany
mechanismus U&inku v prezentovaném pokusu? Bohuzel v kapitole 4.4. chybi informace o tom, o
jaky typ nddoru/modelu se jedna (v metodach je uveden melanom, ale tato informace by méla byt i
ve vysledcich).

Ve tiech in vitro pokusech byla sledovéna interakce nadorovych bunék s NK bunkami a neutrofily,
aktivovanymi mananem ukotvenym na nadorovych bufikach. VSechny tfi pokusy ukazaly, Ze navazani
mananu zvy$uje cytotoxicitu NK bunék i neutrofilG. Bylo by zajimavé vidét, zda pfi kombinaci obou
leukocytéarnich populaci dojde k synergii pfi zabijeni bunék. Existuje takovy pokus?




Diskuze je napsana velmi dobfe a srovnava vysledky s dostupnou literaturou. Ziskané vysledky
vyznamné posouvaji vyzkum imunoterapie nador( a jsou dalsim krokem k nalezeni G¢inné modulace
imunitniho systému, ktery by pak byl schopen efektivné nicit rakovinné bujeni.

Predkladanou praci povazuji za vybornou a navrhuji ji k obhajobé se znamkou vyborné.

v Ceskych Budé&jovicich, 10.5.2017
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PfedloZena prace zpracovava velmi potiebné téma — lIé¢bu onkologického onemocnéni. Autorka a
cely tym spojeny s RNDr. Janem Zenkou, CSc. vyvijeji vlastni novy pfistup k imunoterapii nador,
ktery se zda byt velmi nadéjny. Tato prace navazuje na fadu pfedchozich praci, které hledaji
optimalni cestu ke stale vyssi ucinnosti inhibice ristu nddor(. BEhem celé fady predchozich testovani
se stale nabizela otdzka, jestli nahodou kromé vrozené imunity nehraje v procesu imunoterapie roli i
imunita ziskana. Odpovéd' na tuto otazku si dava za cil nalézt tato prace. Zaroven testuje dalSi nové
moznosti, jak jiz sestavenou kombinaci preparati a léciv posilit o nové latky, které ucinnost jesté
zvysi. V pripadé této prace je to hlavné protilatka anti-CD 40.

Imunoterapie nadori je téma velmi aktudlni, protoZe na rozdil napf. od bézné uzivané chemoterapie
se jedna o lécbu bez nezadoucich vedlejsich Gc¢inkid a tedy pro organizmus neagresivni.

Soubor prostudované literatury je vycerpavajici a dostatecné vyuZity v avodu i v diskuzi. Vsechny
Casti prace jsou dobfe zpracované, sefazené ve spravném poradi a splniuji vSechny formaini
pozadavky kladené na odbornou praci.

Pochvala za:

1) Pékné napsanou diskuzi.
2) Srozumitelnost celé prace, i kdyz tématika je velmi sloZita a neni snadné ji jednoduchou
formou vysvétlit a popsat.

K praci mam nasledujici drobné pfipominky:

1) V praci je pouzita fada velmi sloZitych latek s komplikovanymi nazvy. Rovnéz viechny
komponenty imunitniho systému a jejich vzajemné pusobeni neni snadné pochopit a
jednoduse popsat. Kdy? &tendf piecte celou praci a propoji si informace z ivodu, vysledki a
diskuze, pochopi dobfe souvislosti. Vzhledem ke sloZitosti tématiky by ale myslim bylo dobré,
kdyby napf. v seznamu cill prace bylo stru¢né vysvétleno, proc byl zvolen tento cil, proc
k tomu byla pouZita vybrana metodika, jaky ocekdavame vysledek a pokud takovy je nebo
neni, co z toho vyplyne. Pomohlo by to ¢tenafi se Iépe a rychleji v praci orientovat.

2) V kapitole 3.13.1 by mélo byt uvedeno, Ze se jednalo o wild type mysi, protoZe to nemusi byt
kazdému UplIné jasné a protoZe materidl a metody maji byt popsany naprosto presné.

3) Dalsi pfipominka je spi$e poznamka k zamysleni. Ze zkuSenosti vim, Ze je lep3i pfi praci se
subkutanné aplikovanymi tumory méfFit tfi rozméry (délku, $itku a vysku). Kdy? totiz dochazi
vlivem néjakého léciva k redukci objemu nadoru, za¢ina se obvykle nejprve zmen3ovat vyska




4)

nadoru. A to se méfenim jen dvou rozmérd nepostihne. Casto se ale méfi dva rozméry, takze
to neni zadna chyba, jen by méfeni bylo mozna presnéjsi.

V kapitole 3.13.2 a 3.13.3 je uvedeno, Ze data ze skupiny C a D byly importovany z jiného
pokusu. Mélo by byt upfesnéno ze kterého a kde se o ném mizeme docist.

K praci mam nasledujici otazky:

V Gvodu v kapitole 1.1.1.2. Kancerogeny uvadite, Ze jednim z biologickych kancerogent jsou
paraziti. MlzZete o tom prosim pohovofit podrobnégji?

V diskuzi na str. 39 uvadite, Ze podnétem pro studium ulohy ziskané imunity bylo zjisténi, Ze
vylééené mysi jsou odolné vici retransplantacim nadort. To je velmi zajimavé a proto
prosim, jestli byste nam o tom povédéla néjaké podrobnosti.

Zkouseli jste predtim, nez jste vybrali pankreatické buriky Panc02 pro ovéfeni miry
cytotoxického efektu neutrofili a NK bunék, vyzkouset toto ptsobeni na meianomech, které
nejcastéji pouzivate?

Planujete ovérit ptisobeni NK bunék a neutrofili rovnéz in vivo?

Muzete vysvétlit pojem ,frustrovana fagocytdza“, o kterém hovofite na str. 44?

Zkouseli jste nékdy pouzit kombinaci manan-BAM + R848 + POLY(I:C) + LTA u mysi

s pokrocilejsi fazi nadorového onemocnéni, napf. u téch, které uz maji metastazy nebo maji
opravdu velky nador a jsou kachektické? Ma tato imunoterapie néjaké vedlejsi ucinky?

Jedna se o zajimavou a velmi dobfe zpracovanou préci. Autorka prokazala, Ze je schopna samostatné

resit zadanou problematiku po strance teoretické i praktické. Proto doporucuji, aby predlozena prace
byla prijata k obhajobé.

V Praze dne 18.5.2017 Ing. Eva Pokorna, CSc.




