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Oponentsky posudek na diplomovou prici Lucie Pad’oukové s nazvem: Nadorova
imunoterapie zaloZena na synergii agonistii TLR a ligandi stimulujicich fagocytézu.
Posouzeni spoluiéasti ziskané imunity.

Tato diplomova préce je soucasti dlouhodobé feSeného projektu, ktery se zaméfuje na
optimalizaci imunoterapie nadort a pochopeni mechanizmi uplatiiujicich se v terapeutickych
procesech. Téma imunoterapie nadorti je vysoce aktudlni a atraktivni a tato préce,
vypracovana pod vedenim Dr. Zenku, pFinesla n&kolik zajimavych vysledki. PouZitim dvou
typt nadorovych bunék, melanomu a adenokarcinomu, autorka testovala nové kombinace
terapeutické smési. Konkrétné byl testovan vliv systémového podani terapeutické smési,
u¢inek beta-glukand, anti PD-1 i agonistii CD40. Uast adaptivni imunity autorka
vyhodnocovala na zdkladé€ produkce interferonu gama anti-nddorovymi specifickymi
lymfocyty a retransplantace nadorovych bunék do vylé&enych mysi.

Prace Cita 64 stran, je standardné ¢lenénd na Gvod, literarni ptehled, cile prace, vysledky
a diskusi. DosaZené vysledky jsou shrnuty v zavéru a nechybi ani seznam zkratek &i literatury,
ze které autorka Cerpala informace. Prace je psana srozumitelné, stylisticky na velmi dobré
urovni s minimélnim poétem pieklepi.

V uvodu se autorka zabyva teoretickou ¢asti problematiky a podava literarni reSersi
v rozsahu 20 stran. Zhruba polovina je vénovana nadorovym onemocnénim, v&etné
klasifikace, genetiky, ¢i samotného procesu karcenogenezy. Druh4 polovina této &asti prace je
vénovéana imunitnimu systému, jeho zakladnému rozdéleni a sloZkam, které se uplatiiuji i v
protinddorové imunité. Obsahové je tato ¢ast zpracovana dostate¢né. Vyskytuje se tady par
nepfesnosti a nespravnych tvrzeni, ¢i nevhodné pouZité terminologie (napf. Poly (I:C) neni
analog TLR-3 ale agonist; tvrzeni, Ze TLR9 je jediny TLR receptor lokalizovany na
endozome neni spravné; obrazek dva oznacuje spi§ schéma terapeutické smési neZ strukturu).
Po formalni strance je tato ¢ast zbyte¢né fragmentovana. Pfilisné ¢lenéni textu na nékolik
podkapitol ubira na ptehlednosti a kvalitu spi§ sniZzuje. Na str. 9 je napt. 5 podkapitol, které
jsou pak tvofeny nékdy jenom dvéma vétami. Podkapitol, oznagenich 5 &i 6 &islicemi (napf.
2.2.1.1.1.3.) je v praci mnoho (21) a proto doporucuji radéji ¢lenéni do paragrafii.

Cile jsou definovany srozumitelné no ponékud obecné.

Metodicka &ast je zpracovana Citeln€ a veelku jasné. Kazdy in vivo experiment je
podrobné popsén. Vzhledem k stejnému charakteru pokusti by bylo postacujici popsat dizajn
experimentu jednou a pak pouzité variacie doplnit do tabulky.

Kapitola vysledky je obsaZena na 15 stranach a ¢&ita 17 grafi. Vysledky jsou
prezentovéany srozumitelnou formou, popisky ke grafiim jsou jasna a jednotlivé skupiny
v experimentech jsou dobfe rozeznatelna.

Caést diskuse mé rozsah 5 stran. Autorka tady nabizi mozné vysvétleni ziskanych
negativnich i pozitivnich vysledki. Libi se mi, jak autorka analyzuje a snaZi se vysvétlit, co
ktera slozka terapeutické smési mize v imunologickém proti-nadorovém ataku délat. Tuto
¢ast prace povazuji za nejlepsi.

Zavérem autorka vystizné€ shrnuje dosazené vysledky v sedmi bodech.
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Otazky a piipominky:

Chybi vysvétleni zkratky p.os. Chybi informace o zdroji anti [IFN-y protilatky, neni
uvedeno, jakym chromoforem byla protilatka konjungovana.

Str. 28, z metodického popisu usuzuji, Ze byl R-484 rozpustén v 1,4 pl 3.5% HCI?
Opravdu tomu tak bylo?

Prosim vysvétlete, co znamena Fox3=Fixation/permeabilization working solution. U
tohoto materialu chybi informace o vyrobci/zdroji (str. 22).

Str. 32, pro¢ a jakym zpisobem byly koncentrace IFN-y méfeny Elisou ze slezinovych
bunék piepofteny na mm3 nadoru? Jaka je citlivost pouzitého ELISA kitu? Na str.
uvadite citlivost v pg/mm3. Dle tabulky IX, kde je uvedena koncentrace IFN-y
standardii v desti¢ce, ma nejredénéjsi vzorek koncentraci 0,63 pg/ml. Prosim o
vysvétleni. Na str. 30 taky uvédite, Ze fada standardi byla pfipravena desitkovym
fedénim, dle tabulky IX jde o dvojkové fedéni.

Molekulu CD-40L ste v ivodu zafadila k cytokiniim. MuzZete doplnit par zakladnich
fakta?

Jaka byla strategie ,,gatovani“ v experimentu prezentovaném na obrazku 12 a 13? Bylo
mozné dobie oddélit buriky produkujici IFN- y od neprodukujicich? Je vhodné uvést
ptiklad histogramu nebo dot plotu z FACS analyzy.

Jak si vysvétlujete rozdil v produkci IFN naméteného intracelularné a extracelularné
v ¢ase 23 dni od zahgjeni terapie?

Byly obecné transplantace adenokarcinomu stejné uspésné jako transplantace
melanomu? Z VaSich grafii je patrné, Ze rychlost ristu transplantovanych melanomu
byla rychlejsi, nez adenokarcinomti. Mate né&jaké vysvétleni? Byla proliferace
melanomovych bun€k v porovnani s butikami adenokarcinomu taky jind in vitro?
Zaujalo mé, jak diskutujete riizny podil ziskané imunity v terapii vii¢i melanomu a
adenokarcinomu. Byl podobny fenomén jiZ n€kdy pozorovéan nebo popsan?

Na zavér konstatuji, Ze diplomova prace Lucie Pad’oukové spltiuje viechny poZzadavky
kladené na diplomovou préci na Pfirodovédecké fakulté JihoCeské univerzity a proto ji

doporucuji k obhajobé.

V Ceskych Bud&jovicich dne 16. 5. 2018 Mgr. Jaroslava Lieskovska, PhD.
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Oponentsky posudek na diplomovou praci Be. Lucie Paﬂoukove “Nadorova
imunoterapie zalozena na synergii agonistu stimulujicich fagocytozu.
Posouzeni spoluucasti ziskane imunity.”

Diplomova prace Bc. Lucie Padoukove s nazvem “Nadorova 1mmun0tu,rapxe zalozena na
synergii agonistu TLR a ligandu stimulujicich fagocytozu. Posouzeni spoluucasti ziskane
imunity.” je jednou ze serie praci z laboratore Dr. Zenky zamerene na nalezeni efektivni lecby
nadorovych onemocneni. Predlozena prace se konkretne snazi zamerit na zefektivneni jiz
testovane terapeuticke smesi Manan-BAM + TLR agoniste (R-848, poly (I:C), LTA) pomoci
kombinace s BAM kontvenym Fc-fragmentem, CpG nebo per oralne aphkovanym beta
glukanem. Autorka zaroven testuje aplikaci teto terapeuticke smesi na novem nadorovem
modelu- pankreatickem adenokarcinomu (predtim byla terapie testovana jen u mysiho modelu
melanomu). Zajimave jsou experimenty, ve kterych kombinuje zakladni terapeutickou smes s
checkpoint inhibitorem anti PD-1 a imunitnim aktivatorem anti CD40. :Soucasti diplomove prace
je take stanoveni IFN-gamma dvema ruznymi metodami, Flow cytometry (intracelularni
stanoveni) a ELISA (extracelularni stanoveni). -

Diplomova prace ma klasicke cleneni zahrnuyjici uvod, prehled literatu}y, cile prace, material a
metody, diskuzi, zaver, seznam pouzitych zkratek a literaturu. Cela prace je psana velmi dobrou
cestinou s minimem preklepu (priklady: v mnozstvi v koncentraci str. 78 dekovana misto
detekovana hladina IFN-gamma str. 41), po formalni strance zde neni temer co vytknout. Jen
bych upozomila na nekolik drobnosti, kterym by se autorka mela v budoucnu vyvarovat. (1)
Veta by nemela zacinat cislici ale slovem (str. 25, str. 26, str. 29). (2) Autorka by se mela
vyvarovat pouziti vyrazu, ktere se nehodi do vedecke prace - slabsich vysledku (str. 37),
povsimnout grafu (str. 42).

Nadpis je slozen ze dvou vet. Lepe by dle meho nazoru pusobil nadpié; jen o jedne vete.

Uvod o vhodne delce je hlavne zameren na statisticky vycet inforrnaci o nadorovych
onemocnenich. Do budoucna bych spise doporucovala zameric uvod \ ice k dane problematice —
v tomto pripade na pouzitou immunoterapii.

Prehled literatury je psan na 19. strankach. Usporadani a rozsah teto ‘casti doklada velmi
dobrou orientaci autorky v dane problematice a schopnost autorky pr;i;ovat s literarnimi zdroji.
Velmi ocenuji, ze vetsina citaci je aktualnich z poslednich let. Nektere casti jsou mozna trochu
vice podrobne nez je nezbytne (str. 4 Pagetova “Soil and seed” hypoteza). Prehled literatury by
mohl byt vice kompaktni kdyby nektere casti byly redukovany. V Prebledu literatury bych
upozornila na nektere nesrovnalosti. Na str. 2 bych nepouzivala mono: klonalni ve spojeni s
nadory. Str. 7 pri zmince o rychle se rozvijejicim odvetvi onkogenetlky bych si predstavovala
nejakou aktualnejsi citaci. Str. 19 Nazev kapitoly “Nadorova 1mmunoteraple tymu Dr. Zenka” by
bylo vhodne nahradit jinym nazvem. Na str. 11 bych zminila mysi tr,‘protoze je prace delana na
mysim modelu, kde je situace s tlr trochu odlisna. Velmi chvalim snahu autarky vytvorit obrazek



na str. 20. Z tohoto obrazku vsak nezainteresovany clovek pochopi, ze vsechny slozky terapie
jsou vazany na nadorovou bunku, cemuz tak ve skutecnosti neni.

Cile prace jsou jasne a srozumitelne definovany.

Material a metody. V casti material medoty bych jen chtela upozornit na nekolik nepresnosti:
(1) autarka zde uvadi mannan se dvema n ale v nasledujicim i predchazejicim textu pouziva jen
jedno n — toto slovo by melo byt pouzito v jednotnem formatu v cele praci. (2) Foxp3 neni
zkratkou pro Fixation/Permeabilization working solution, ale jedna se o protein z FOX rodiny.
(3) V casti “Priprava nadorovych bunek pro transplantaci” bych nenazyvala suspenzi nadorovych
bunek jako roztok. (4) Z textu take vyplyva, ze pro upravu koncentrace: jak B16-F10 bunek tak i
Panc(2 bunek bylo pouzito medium RPMI (““4.4. Priprava nadorovych bunek pro transplantaci”)
ale v predchozi kapitole “4.3. Bunecne linie” je pro kultivaci Panc02 pf_ouzito DMEM medium.

Vysledky jsou rozdeleny na podkapitoly tykajici se jednotlivych experiemntu. V prvnim
experiemntu (“5.1.””) autorka chybne uvadi v textu, ze cervena krivka reflektuje podavani
terapeuticke smesi 1.p. a p.os. Stejne tak v nadpisu je uvedeno, ze se jeilna o peroralni aplikaci.
Avsak ve predchazejicim textu (material a metody, obsah) a take v grafu je zminovana pouze i.p.
a it. aplikace smesi. Tato cast je proto matouci. Dale v textu u odkazu na obr. 8 autorka popisuje
redukci nadoroveho rustu, pritom na obr. 8 je krivka preziti. U obr. 12:a obr. 13 bych ocenila
odrazky na ose x pro jednotlive dny detekce pro lepsi orientaci. Na str.. 48 autorka zminuje, ze
nadory mysi neinfikovaly a nedoslo k uchyceni nadoru. Slovo neinfikcvaly by bylo vhodne
nahradit jinym vyrazem, tento vyraz je spise pozivan ve spojitosti s infekcnimi onemocnenimi.
Autorka sjednotila veskere barvy lecenych skupin v grafech v ramcije@dnoho experimentu ale pro
zlepseni celkove orientace bych priste doporucila take sjednotit barvy pro vsechny experimenty
(tzn. kontrola PBS bude ve vsech experimentech jednotnou barvou).

V Diskuzi se autorka snazi obhajit sve vysledky a dat je do spojitosti s vysledky ostatnich
publikovanych praci. Pro potvrzeni nekterych teorii, ktere autorka navrhuje by bylo uzitecne
zahrnout dalsi experiemnty. Pro diskuzi o CpG by bylo uzitecne testovat IL12 v prubehu terapie
nadoru (srovnani CpG terapii s komplexni terapii). U diskuze, kde autorka poukazuje na silnejsi
zapojeni specificke imunity u eradikace pankreatickeho karcinomu by bylo dobre udelat
porovnani nadorove lymfocytarni infiltrace v prubehu terapie u B16-F10 a Panc02. Na str. 52
autorka uvadi, ze pritomnost [FN-gamma 15. a 23. den terapie je dukazem zapojeni specificke
imunity. Toto tvrzeni je az moc silne, kdyz bereme v uvahu, ze nebylo. dosazeno statisticky
signifikantniho rozdilu mezi kontrolni a lecenou skupinou. Ma autorka nejaka data dokazujici
snizenou expresi PD-1 u mysiho Panc02? Pokud toto tvrzeni neni podlozeno z literatury,
doporucovala bych podlozit toto tvrzeni experimentem (immunohistochemicke stanoveni...).
Celkove je diskuze velmi pekne zpracovana jen bych ocenila zakoncerﬁ diskuze nastinenim
budoucich kroku a planu skupiny Dr. Zenky a jak vysledky z teto pram, podporily a nasmerovaly
tyto budouci plany.

Zaver je prezentovan v bodech jasne a srozumitelne. Reflektuje navrzene cile prace.



Na autorku mam nasledujici dotazy:

1. Muze autorka vysvetlit, proc jsou nektere in vivo experiemnty ikkoncovany v den 100 a
jine v den 110? Proc neni u vsech experimentu jednotne ukoncep v den 100 v krivce
preziti?

2. Muze autorka upresnit zda mysi, ktere byly usmrceny v expenmentech obr. 4, obr 8, obr.

10 a obr. 17 (100. nebo 110. den experimentu) mely meritelny .nador nebo se u nekterych

jedincu podarilo pine nador eliminovat?

Uvazuje autorka o mereni hladiny IL-12 v prubehu terapie, kte1 e je zminovano v diskuzi?

4. Bylo uchyceni a rust B16-F10 nadoru rychlejsi v pripade retrarj.splantace v nadorovych
bunek v experimentu “5.8.” nebo byl pozorovan stejny prubeh rustu jako pri klasicke
transplantaci?

5. Byly pozorovany nejake systemove priznaky (unava, letargie, snizovani hmotnosti) u
jedincu po systemove (i.p) aplikaci terapeuticke latky v experiraentu “5.1.”?

hat

Celkove bych diplomovou praci Be. Lucie Padokouve hodnotila jako velmi zdarilou. Pocet
experimentu zahmutych v teto praci a obsahlost teto prace ukazuje na fakt; ze autorka venovala
tomuto projektu hodne casu a pile. Autorka prokazala schopnost samostatne experimentalni
prace, interpretace dosazenych vysledku, kritickeho mysleni a velmi dobrou schopnost prace se
zahranicnimi literarnimi zdroji. Vyse uvedene pripominky by mela autorka brat spise jako rady
do budoucna a ne jako snahu o kritiku predlozene prace. Tato diplomova prace splnuje vsechny
pozadavky Prirodovedecke fakulty Jihoceske university na odevzdane diplomove prace. Proto
jednoznacne doperucuji diplomovou praci Lucie Padoukove k obhajobe.

V Bethesda 9. Kvetna 2018
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Veronika Caisova, Ph.D.



