Posudek oponenta na diplomovou praci Bc. Kristyny Danielové ,Studium
imunitni paméti pfi imunoterapii pankreatického
adenokarcinomu'

Diplomova préce vychazi z dlouhodobého zaméru skupiny dr. Zenky vyvinout a optimalizovat G&innou
imunoterapii nadord. Terapie je zaloZena na oznaceni nadorovych bunék mananem vazanym pres
biokompatibilni kotvu, indukci migrace zanétlivych bunék do nadoru pomoci ligandd Toll-like
receptorll a zvySeni aktivity antigen prezentujicich bunék agonistickou anti-CD40 protilatkou.
Terapeuticka smés se aplikuje opakované pfimo do nadoru a u vylécenych mysi vyvolava
imunologickou pamét.

Diplomova prace zacina rozsahlym dvodem v rozsahu 20 stran, ktery se vénuje vzniku a patogenezi
nador(, zejména pankreatickému adenokarcinomu, popisu sloZeni a funkce imunitniho systému se
zvlastnim zietelem k pamétovym burikam, jejich subpopulacim a funkci. Dotyka se i nedavného
objevu imunologické paméti u NK bunék. V zavéru uvodu studentka popisuje mechanismy Uniku
nadord pred imunitnim dohledem a samotnou MBTA imunoterapii navrzenou dr. Zenkou.

Kapitola Material a metody podrobné popisuje pouzity materiadl pro MBTA terapii, aplikaci
nadorovych bunék a méreni velikosti nador(. Déle je podrobné popsano 7 experimentl slouZicich
k optimalizaci terapeutického schématu, zahrnuti inhibitoru glutaminového metabolismu (DON),
personalizovanou lécbu a analyze vyskytu subpopulaci pamétovych bunék u mysi vylééenych z
pankreatického adenokarcinomu véetné prikazu imunologické paméti u vylécenych mysi
adoptivnim prfenosem imunity.

Vysledky neukdzaly vyznamny vliv zmény velikosti terapeutickych davek, nebo ¢etnosti podani na
redukci nadorového ristu, nejvyssiho preziti (87,5%) bylo dosazeno pfi aplikaci 10 davek MBTA
terapie v péti pulsech. Kombinace MBTA terapie s DON, pfinesla urcity pozitivni efekt, ale vysledky
zUstaly za ocekdvanim. Studentka ukazala i pozitivni vliv personalizované terapie, kdy bylo
opakovanou lécbou pfti vyskytu rekurenci docileno redukce nadorového rlstu a prodlouZeni preZiti.
Pfi 1écbé MBTA terapii byl ve sleziné |é¢enych mysi detekovan vyssi vyskyt CD4+ pomocnych T
lymfocytd ve srovnani s kontrolou, u vylécenych mysi byl ve sleziné vyssi vyskyt pamétovych
efektorovych T lymfocyt( jak CD4+, tak CD8+. Adoptivnim pfenosem CD3+ T lymfocytl byl dosazeno
snizené rychlosti rstu nadoru. Bohuzel o vlivu na uchyceni nddorovych bunék nebyly uvedeny zadné
podrobnéjsi vysledky kromé konstatovani v Zavéru, Ze ve skupinach, které dostaly jeden a dva miliony
bunék se nadory neuchytily u jedné z 5 mysi. Z grafu 26 vsak nic takového nevplyva, je uvedena pouze
Casova zavislost objemu nadoru.

V diskusi na 4 stranach studentka diskutuje svoje vysledky a snazi se je vysvétlit v souladu se
svétovou literaturou. Upozoriuje na potiebu pouzivat nddorové bunky v ¢asnych pasazich, protoze
se zvysujicim se poctem pasazi klesa jejich invazivita. Adoptivni pfenosy imunity podpotily drivéjsi
pozorovani, Zze vylécené mysi jsou odolné vici retransplantaci Panc02. Nékteré vysledky mohl
bohuzel ovlivnit vyskyt ulcerdzni dermatitidy u lécenych mysi, ktera vyvolava hepatosplenomegalii
spojenou s migraci zanétlivych bunék do sleziny.

Kristyné Danielové se podafilo prokazat vysokou tucinnost MBTA terapie a prispét k jeji optimalizaci.
Zvladla radu laboratornich metod, jako jsou pfiprava a charakterizace splenocytl pratokovou
cytometrii a imunomagneticka separace CD3+ bunék. Hlavni ¢ast prace byla vénovana in vivo
pokusiim zamérenym na optimalizaci MBTA terapie. | kdyZ se nékteré cile prace (moznost poufziti
pamétovych bunék z Ié¢enych mysi jako vakcinace) nepodafilo beze zbytku splnit, pfedstavuje



predlozena diplomova prace Uctyhodny spis psany péknym védeckym a srozumitelnym jazykem s
minimalnim poétem chyb.

Na studentku mam nékolik dotazi a komentaru:

Str. 6 1.2.1.2.: Humoralni sloZka je tvofena cytokiny a slozkami komplementu. Ma za Gkol chranit pred
extracelularnimi bakteriemi jejich opsonizaci. Opsonizuji cytokiny? Co je opsonizace? lak chrani
cytokiny pfed infekci?

Str. 6 dole: Pokud receptor B lymfocytu rozezna specificky antigen za pfitomnosti IFN-Y, dojde k jeho
rozdéleni na pamétové a plasmatické lymfocyty. Mizete vysvétlit Glohu iFN-y?

Od zacatku Uvodu po str. 7 se uvadéji informace z u¢ebnic imunologie, coz moina neni Gplné tieba.

Str. 7 dole: Tc lymfocyty rozpoznavaji peptidy prezentované na povrchu APC bunék (DCS, MF)
v komplexu s MHC . Na jinych bunkach ne?

e

Str. 9 nahofe: co je sekundarni vrozena humoralni odpovéd?
Str. 15: Jak to, Ze pamétové NK buriky maji pamét na specifické antigeny, kdyZ nemaji T receptory?

Str. 36: PIna davka MBTA méla na velikost nadoru vétsi vliv neZ poloviéni. U pFeZiti mysi to bylo
naopak. Cim to maze byt?

Str. 50: Jak by dopadlo studium vlivu adoptivniho pfenosu CD3+ T lymfocyt( z vylé€enych mysi na
umrtnost po implantaci Panc02?

Str. 50, obr. 26: Kde je v grafu vidét vliv na uchyceni nadoru? Popis osy x Den terapie neni pfesny,
meélo by byt Dny po pfenosu CD3+.

Str. 56: EDTA je etylendiamintetraoctova kyselina.
Str., 57: Interferon je IFN, ne INF.

Posledni otazka: Proc jste sledovali Tem ve sleziné, kdyZ se maji vyskytovat prevainé v nelymfoidnich
tkanich? Mélo by smysl sledovat pamétoveé burky pfimo v nadoru?

Zavér: PredloZena prace je kvalitni a splfiuje poZzadavky na magisterskou diplomovou praci.
S hodnocenim prace pockam na pribéh obhajoby a zodpovézeni dotazd.

V Ceskych Budéjovicich 11. 5. 2022
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