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»Analyza imunitnich procesii pfi nddorové imunoterapii zaloZené na synergii agonistii
TLR a ligandi stimulujicich fagocytézu*

Diplomova prace Bc. Uhra pochézi z vyzkumné laboratofe vedené RNDr. Janem Zenkou, CSc.
(3kolitel), ktera se systematicky zabyva vyzkumem nadorové imunoterapie. Koncept této
imunoterapie je zaloZen na vyuZivani stimulantii imunitniho systému v kombinaci se znatenim
nadorovych bunék vybranymi molekulami z bakterii a hub. Znafeni nadorovych bunék
umoziluje imunitnimu systému nadorové buiiky rozeznat a stimulace imunitniho systému tyto
nasledné efektivng eliminovat. Utinnost tohoto terapeutického pfistupu je empiricky testovana
na etablovanych mysich modelech, kde se testuje nejenom vhodna kombinace terapeutickych
agens, ale i rezim jejich aplikace, a to vie za G¢elem nalezeni maximdlniho terapeutického
ucinku.

Ve své praci se Bc. Uher zabyval empirickym testovanim imunoterapie pomoci vybranych
agonisti toll-like receptorti (TLR) v kombinaci s kotvenym mananem v nadorovych buiikéch,
kteryzto slouzi jako ligand fagocytarnich receptort. Utinnost terapie byla hodnocena stanovenim
kinetiky riistu nadoru (AUC) a % pfezZiti v tasovém obdobi. Testovani bylo nejprve provadéno
s buné&&nou linii agresivniho melanomu B16-F10 na modelu bezpatogennich mySich C57BL/6N,
CD4 knock out C57BL/6N a na mysich s t&Zkou kombinovanou imunodeficienci (SCID). Cilem
testovani bylo zjidténi ptispévku jednotlivych sloZek imunitniho systém na pribéh a vysledek
imunoterapie. U¢inky zvolené imunoterapie byly néasledné testovany na bun&né linii
agresivniho adenokarcinomu pankreatu Pan02 na bezpatogennich mysich C57BL/6N. U tohoto
modelu nadory vytvéfeji mikroprostiedi, ve kterém se nachazi velmi mélo protinddorovych T
lymfocytii a které je infiltrovano imunosupresivnimi leukocyty. Za ulelem sniZeni vlivu
imunosupresivniho prostfedi a zvySeni létebného Ulinku byla testovanad imunoterapie
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kombinovana s blokatorem inhibi¢niho receptoru CTLA-4, agonistou receptoru CD40, anti-
CD40 protilatkou, a s kotvenym IL-12 v nadorovych butikch. V zévéru prace se Bc. Uher
zabyval optimalizaci reZimu aplikace terapeutickych agens. Vysledky price ukazaly, Ze
testovand imunoterapie je schopna stimulovat jak sloZky vrozené, tak i slozky adaptivni imunitni
odpové&di. Stimulace obou slozek se ukazala byt potom nutné k efektivnimu lé¢ebnému ucinku.
Tento uginek na pfeziti mysi byl u modelu melanomu na mysich C57BL/6N nebyvale vysoky
(>80%). U modelu adenokarcinomu pankreatu Pan02 na mySich C57BL/6N se testovana
imunoterapie ukéazala byt mnohem méné u¢innad (<50% AUC) a téméf neicinnd, pokud 3lo o
schopnost my3i vyléit. Je§té slab3ich vysledki v3ak bylo dosazeno pfi pouziti samotného
blokdtoru CTLA-4 nebo anti-CD40 protilatky. Uginnost lé¢ebného uginku testované
imunoterapie se podafilo vyznamné zvysit pomoci kombinace s blokidtorem CTLA-4 nebo
kotvenim IL-12 v nadorovych butikdch. Dané kombinace v3ak stile nedokizaly mysi vylé¢it.
Vyznamného vysledku celé price bylo dosaZzeno v kombinaci testované imunoterapie s anti-
CDA40 protilatkou. Pfi této kombinaci bylo dosaZzeno kompletniho vyléceni vech testovanych
mysi. Zasadnim poznatkem bylo rovnéz i zjiSténi, ze v dané kombinaci bylo velmi podobného
vysledku (>80% vylé&eni) dosaZeno v pfipadé, kdy testovana imunoterapie byla redukovana na
pouhé kotveni mananu v nadorovych buiikich, tedy bez pouziti agonistdi TLR. Zajimavych
vysledkli bylo dosazeno také v zavéru prace, kdy sniZeni podtu aplikaci léCebnych agens se
ukéazalo mit zasadni vliv na pfezivani mysi, ne v§ak na redukci nddorového rustu.

Diplomova prace Bc. Uhra je &tivd, zpracovana velmi piehledné a jeji struktura a rozsah splituji
standardy diplomové prace. Jednotlivé kapitoly na sebe dobfe navazuji. Uvod prace je
vypracovan systematicky a &tenafe srozumitelnym zpiisobem vnese do rozsshlého tématu
nadorové imunologie a imunoterapie s naslednym zaméfenim na imunoterapii cilenou na
vrozenou imunitu. Tento zpisob podani svéd&i o dobré orientaci autora v dané problematice a
jeho schopnosti tuto srozumitelné interpretovat. Metodicka a experimentalni &ast jsou rovnéz
systematicky a zvelké &asti dostatedn& detailn& vypracovany. Design expérimentﬁ je
prezentovan srozumiteln€ a je snadno pochopitelny. Provedené experimenty byly &asové velmi
nérolné a jejich provedeni a fizeni vyzadovalo znaéné experimentalni zkuSenosti autora prace. K
Usp&3né realizaci experimentl bylo rovnéZ nutné velmi dobfe fungujici zdzemi laboratofe a
infrastruktura zvéfince. Vysledky jsou &lenény dle jednotlivych cilii prace, dobie srozumitelné a
interpretované. V diskuzi jsou vysledky =zatlenény do Kkontextu stavajicich vysledkd
(publikovanych i nepublikovanych) z vlastni vyzkumné laboratofe, a do vysledkd publikovanych
vodborné literatufe. Zavéry diskuze nastifiuji vhodnost testovanou imunoterapii dale
kombinovat s pfistupy, které budou ziroveit podporovat i rozvoj/stimulaci adaptivni
protinadorové imunitni odpovédi.

K prici a k autorovi price mam nésledujici dotazy a drobné pfipominky:
1/'V ivodu by mohly byt uvedeny i jiné podobné strategie zalozené na oznatovani/modifikaci
povrchu nidorovych bungk molekulami, které mohou stimulovat imunitni systém a byt takto
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vyuzity k terapeutickym ugelim. Pokud v3ak v praci zvolena strategie je obecn& unikatni, bylo
by ptinosné tento fakt naopak zdiraznit.

2/ Termin bun&na terapie (kap. 1.3.2) se tyka terapie zaloZené na vyuZivéani Zivych bunék k
terapeutickym uéelm.

3/ V nékterych ptipadech nejsou zkratky, které se prvné objevi v textu, vysvétleny; napf. SCID v
kapitole 3.2.

4/ V kapitole 3.2. by mé&lo byt pro spravné a rychlé pochopeni terminologie &tendfi vysvétleno,
ktery kmen je imunokompetentni a ktery imunodeficientni.

5/ V metodach/vysledcich neni vzdy zdiivodnéno, pro¢ byl zvolen dany model nadorové linie a
mys3i, jako napf. protoZe tvofi dobfe lokalizované nadory, které jsou vhodné pro kotveni, studium
infiltrace..atd. nebo, Ze Panc02 je vhodny ke studiu ,.checkpointi* z toho a toho diivodu... jak, v
tomto pfipadé, uvedeno az v diskuzi na konci prace.

6/ V kapitole 3.6, ptiprava terapeutickych latek, neni dostate¢né exaktné popséna redukéni
aminace pfi pfipravé manan-BAMag, a to piesto, Ze daldi postup je jiz velmi detailné popsan.
Pokud se jedné o chranény postup, je nutno uvést.

7/ V souvislosti s bodem 6, byl vysledny produkt reduk&ni aminace mananu evaluovan né&jakou
analytickou metodou jako HPLC &i podobné? A hodnocen napf. vytézek, Cistota, pfitomnost
netistot, reproducibilita reakce &i jiné? A v ndvaznosti na to, byla pro viechny experimenty
pouzita jedna 3arZe pfipraveného manan-BAMao00?

8/ V kapitole ,,Analyza na pritokovém citometru“ je uvedeno, Ze byly barveny 3 vzorky a jeden
nebarven jako negativni kontrola. Barvici panely jsou v3ak jenom 2 - Zna&eni I a Znaceni I1. Cim
se barvil ten tfeti vzorek? Nebyly ndhodou 2 nebarvené vzorky - jeden jako neg. kontr. pro
Znateni I a druhy pro Zna&eni II nebo i jina moZnost?

9/ U n&kterych grafli jsou po vytidténi nékteré popisky tézko itelné, napf. Obr. 18.

10/ Pro bezprostfedni pfedstavu o robustnosti provedeného experimentu by v legendé obrazki
krom& hladiny statistické vyznamnosti mély byt uvedeny i polty my3i () pro jednotlivé
testované skupiny.

11/ Bylo v ramci projektu testovano, nebo se v budoucnu potitd s testovanim toho, jestli
vylétené mysi jsou chranény pfed opétovnym rozvojem nadoru po implantaci stejnych
nadorovych bunék?

12/ Po intratumorélni aplikaci terapeutickych agens Ize oekavat, Ze i nenddorové buiiky mohou
byt oznadeny kotvenym mananem v pfitomnosti TLR agonistd. Je moZné, Ze i tyto vlastni
nenadorové buiiky se stanou cilem imunitniho systému. Nehrozi potom napf. rozvoj
autoimunity?

Zavérem bych rad uvedl, Ze préce je velmi zdafili a pFinosnd, spliiuje odborna kritéria a
pozadavky kladené na diplomovou prici, a proto doporutuji jeji pFijeti k obhajobé.

V Praze, dne 8.5.2018 RNDr. Daniel Smrz, Ph.D.



