Posudek na diplomovou praci Bc. Markéty Skalickové ,, Imunoterapie
metastazujiciho pankreatického adenokarcinomu feSenda na dvounddorovém
modelu®

Diplomova préce vychazi z dlouhodobého Usili skupiny student( kolem Dr. Zenky vyFesit imunoterapii
zhoubnych nadoru. Je nepochybné, Ze toto Usili je nesmirné chvélyhodné, nebot rakovina
predstavuje vedle cévnich chorob hlavni pfic¢inu Umrti ¢lovéka.

Zenkova tak zvand MBTA terapie je zaloZena na kombinaci ligandu stimulujiciho fagocytézu (Manan-
BAM), TLR agonistU (R-848, poly (I:C) a LTA) a Anti-CD40. Tato terapie, aplikovana intratumoralné,
vede k vyraznému sniZzeni nddorového rlistu a vyléceni 80% mysi. DlleZité je, Ze nador je primarné
likvidovan burikami pfirozené imunity (neutrofily) a nadorové antigeny prezentované T lymfocytliim
indukuji protektivni adaptivni imunitu, takZze vylé¢ené mysi jsou rezistentni k retransplantaci stejného
nadoru.

Problémem vétsiny zhoubnych nadord jsou metastazy a tak Zenkova skupina usilovné hleda terapii,
ktera by byla schopna je nicit.

Markéta Skalickova si vybrala velmi agresivni nddor, metastazujici pankreaticky adenokarcinom, i
kdyzZ pGvodni Gspésné pokusy s imunoterapii byly provedeny na melanomu. Jako model rozvinuté
metastazy bylo vybrano dvounadorové usporadani s tim, Ze jeden z nador( byl Ié¢en MBTA terapii a
druhy pFedstavoval rozvinutou metastazu. Pro Zenkovu skupinu je charakteristické neustalé hledani
preparatd, které by slo kombinovat s MBTA terapii a tim vylepsit jeji i¢innost. Proto Markéta
Skalickova testovala MBTA terapii v kombinaci s derivaty doxorubicinu, hyaluronidazou, ktera méla
redukovat desmoplasii mikroprosttredi pankreatického adenokarcinomu, aplikaci aktivovanych
neutrofild do nadoru neléceného MBTA terapii a konec¢né s protinddorovym lékem — antagonistou
glutaminu, ktery je oznacovan zkratkou DON. Nakonec Markéta Skali¢ckova ucinila pokus opsonizovat
nadorové bunky lipoteichovou kyselinou.

Diplomova prace je rozsahla (celkem 90 stran) a hned na zacatku musim uvést, Ze je velmi pékné
napsanad. V rozsahlém dvodu (31 stran) se Markéta vénuje nddorovym onemocnénim obecng,
pankrteatickému adenokarcinomu, principdim imunoterapie, Zenkové MBTA terapii, vysvétiuje
vyznam desmoplasie nddorového mikroprostredi v souvislosti se zamyslenym pouZzitim
hyaluronidazy. V posledni ¢asti ivodu probird metabolismus nadorovych a imunitnich bunék opét
v souvislosti s |écbou pomoci DON. V Uvodu je zietelnd snaha zd(vodnit pouZiti jednotlivych
preparatd k terapii.

Nasleduji ¢tyfi cile, které jsou jasné formulovany.

Material a metody jsou podrobné zpracovany, u chemikalii je uveden vyrobce, je popsdna pfiprava a
kultivace bunék, ovéreni Cistoty neutrofil(i pritokovou cytometrii. Detailné je popsano 7
experimentl zamérenych na zvyseni Uc¢innosti imunoterapie.

Vysledky jsou podrobné popsany a ilustrovany 16 grafy vesmés popisujicimi vliv terapie na velikost
nadoru a preZiti mysi. Nechybi statistické zpracovani dat.



Diskuse na 6 stranach diskutuje vysledky jednotlivych experimentd, porovnava je s vysledky jinych
autor( a snaZi se vysvétlit pficiny nedspécha.

V sedmibodovém zavéru autorka shrnuje, ze kombinace MBTA terapie s derivaty doxorubicinu,
hyaluronidazou nebo aplikaci aktivovanych neutrofild do nddoru nevedly ke zvyseni GUcinnosti
imunoterapie podobné jako opsonizace nddorovych bunék LTA. Jedinou latkou, kterd prikazné
zvysila efekt MBTA terapie na rlist obou nadorl (Iéceny a metastazujici) byla aminokyselina 6-diazo-
5-oxo-L-norleucin (DON). Efekt se projevil jak na redukci velikosti nadoru, tak i v prodlouZeni preziti
mysi. Na dvounadorovém modelu byla vsak tato 1écba pfilis agresivni a vedla k Ghynu mysi brzy po
zahajeni |écby.

K diplomové praci mam nékolik drobnéjsich poznamek, par otazek a jeden komentafr.

V kapitolce 1.3 na str. 8 Imunitni systém se piSe, Ze jeho hlavni funkci je zajisténi ochrany organismu
pfed toxickymi molekulami. Uved, prosim, pfiklad.

Na str. 10 je popisovana hypotéza imunoeditingu. Jaké mechanismy Uniku (escape) pouzivaji
nadorové burky?

Str. 17: co je chemicky Poly I:C?

Str. 21: Regulaéni T lymfocyty zase negativné suprimuji odpovéd imunitniho systému. Lze néco
suprimovat pozitivné?

Str. 37 dole: Obé jehly byly naplnény 5 ml chladného PBS. Snad stfikacky?

V seznamu zkratek na str. 76 je chybné uvedeno, Ze CAR-T je kombinovana antiretrovirova terapie.
V textu Uvodu na str. 11 je to dobre.

Jak se preklada do cestiny ,,checkpoint”?

Otdzka: V pokusu s opsonizaci nddorovych bunék LTA bylo k vyhodnoceni cytotoxického ucinku
makrofagu vyuZito pocitani adherovanych bunék po odmyti efektorovych makrofagt. Vysledky byly
dosti variabilni. Existuje néjaka jind metoda umoZznujici kvantifikovat cytotoxicky ucinek efektorovych
bunék (nekrdza, apoptdza)?

Otdzka: P388D1 je nadorova linie monocyto-makrofagového typu. Byla nékdy pouZzita tato linie jako
efektorové bunky v cytotoxickém testu s nadorovymi burikami jako cili?

Komentdr: V diplomové praci se mluvi o intratumoralni imunizaci. | kdyZ vim, Ze se tento termin
uzivd, moc se mi nelibi. Pfedstavoval bych si, Ze pfi intratumoralni imunizaci imunizujeme tim, Ze
imunogen pichame pfimo do nadoru. Ale tak tomu neni. Zabitim nadorovych bunék pomoci bunék
pfirozené imunity imunizujeme nadorovymi antigeny, které se z mrtvych bunék uvolfuji. Proto si
myslim, Ze vystiznéjsi by bylo mluvit o intratumoralni imunostimulaci nebo imunomodulaci.

MUj dal$i komentaF sméfuje k tomu, Ze si Dr. Zenka, podle mého ndazoru, vybral velmi obtizny model,
kdy druhy ,neléceny” nddor predstavuje rozvinutou metastazu. Tento model na priklad nebere
v Uvahu tvorbu tak zvané premetastatické niky, kterd vznika ovlivnénim tkani nebo organt primarnim



nadorem a vytvorenim podminek pro uchyceni cirkulujicich nadorovych bunék a da se ovlivnit
inhibitory cytokint nebo jejich receptord.

Zavér: diplomova prace Markéty Skalickové je po vSech strankach vyborné napsana a i kdyz vétsina
vysledkUl je negativnich, nijak to nesniZuje jeji kvalitu.

Navrhuji zndmku ,vyborné“

V Ceskych Budé&jovicich 30. 6. 2020

Prof. RNDr. Jan Kopecky, CSc.



