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Oponentsky posudek na diplomovou praci Bc. Karoliny Kvardové —
Nadorova imunoterapie a moZnosti zesileni jejiho acinku

Diplomovou préci Karoliny Kvardové ze skupiny Dr. Jana Zenky jsem si s velkym zdjmem pieéetl,
jedna se o velmi atraktivni a zdroveri pomérné obtizné téma. S predstihem mohu konstatovat, ze
se ho Karolina zhostila statecné a vypracovala na jeho zakladé kvalitni diplomovou prci.

Po formalni strance je prace v pofadku, pfehlednd, s malym mnoistvim chyb, ma veskera
naleZitosti. Jednd se spiSe o rozsahlejsi dilo o 86 stranach, s minimalné 150 citacemi.

Uvod je rozséhly, Etivy a ve svém celku étenafe uvede do studované problematiky. Vytkl bych
pouze to, ze mohl byt rovnou vice zaméfen na studovanou problematiku, Karolina zbyte¢né uvadi
pfilis obecné paséze, pfipominajici spise u€ebnici imunologie, kdy ale stejné nemaze jit do
dostatecné hloubky. Doporucil bych vystavét strukturu Gvodu vice konkrétné kolem nadorové
imunoterapie a vysvétloval bych s tim souvisejici imunologii a pouzivané pfistupy v této
souvislosti, nddorova terapie méla byt od zac¢atku vodici linka.

Popis materidlu a metod je dle mého dostatecné detailni, aby umoznil pfesné zopakovani
experimentd. Vysledky jsou pfehledné a celkem dobie zdokumentované, ale uvital bych detailng;si
popisky obrazkd, které by umoznily ¢tenafi obrazku samostatné porozumét, Karolina se vlastné
omezila pouze na nézev a zbytek nechava na textové ¢asti vysledkd. Forma grafti také ma spise
tendenci schovat skutecnd data, poCty opakovani, skute¢nou variabilitu vysledkd. Statistika je sice
vsude poufita, ale pouze hvézdickou, kterd ukazuje signifikantni vysledek. Ctenaf tak nema anci
sam posoudit, jak moc robustni vysledky jsou, a je odkazan na interpretace autorky. Pochopil jsem,
Ze grafy reprezentuji pouze 6 biologickych replikatd a je to v pofadku, chdpu limitace studentskych
praci zvlasté s my3im modelem, o to vice bych ocenil poodkryti skutegnych hrubych dat. Napfiklad
obr. 5 klidné mohl byt prezentovan bodovym grafem (scatter plot) s bodem pro kazdé jednotlivé
méreni, obr. 3 ukazuje stejna data prehledné; stejné tak obr. 14 atd. Toto je oviem vétiinova
praxe, a to i v publikacich, tézko tedy vytykat pouze Karoliné.

Diskuze je na dobré arovni, neni zbytecné rozsahla, vécnym zplisobem posuzuje dosazené
vysledky. Karolina pravdépodobné neméa moZnost srovnat své vysledky s jinymi pracemi, které by
se dostatecné podobaly svym zaméFenim praci Karoliny, pfesto bych ocenil pokus o zasazeni
dosazenych vysledkl do néjakého SirSiho kontextu nadorové imunoterapie a jinych zndmych

- - efektl studovanych molekul, napfiklad adenozinu, diskuze je hodn& omezena na posouzeni
vlastnich vysledku.



Konkrétni poznamky a otazky:

1. V avodu autorka piSe: ,M0ze za to pfedev$im obrovska snaha nadorovych bunék skryt se
mechanismam imunitniho systému a uniknout své eliminaci” nebo , Tyto mechanismy nejsou
zdaleka konecnym vyltem genidlnich schopnosti nadorovych bunék pred¢it imunitni systém.”

Z téchto vét mam pocit, ze autorka vidi v organismu jakési agresivni zarodky, které se za kazdou
cenu snaZi najit mechanismy, jak obejit imunitni systém a vytvofit nador. Vidi to Karolina skute¢né
tak?

2. Prace je postavena na dvou nadorovych modelech, ale autorka prakticky viibec nepopsala
patogenezi téchto dvou modell. Ten popis je celkem zasadni pfi vyhodnocovani efektivity terapie.
Cim trpi a na co pipadné umiraji mysi zasasené pouZitymi nadory? V diskuzi autorka napfiklad
pise: ,Na modelu my3iho melanomu B16-F10 tato terapeutickd smés dosahuje 83% vylé&eni viech
my3i.” Tento model Karolina prezentuje také na obr. 6. Jaké tam vlastné bylo dosazeno procento
vylécenych my3i? Které mysi by byly povazovéany za vylééené v tomto grafu, zvlaété v kombinaci

s obr. 3, kde nador i u mysi s terapeutickou smési ve 30. dnu stale roste?

3. Nepopsand patogeneze by mohla byt téZ zajimava ve vysledcich s gemcitabinem. Samotny
gemcitabin zhor3uje pfeZivani my3i (pro¢?), ale spolu s terapeutickou smési snizuje rast nadoru
oproti samotné terapeutické smési (byly statisticky porovnany mezi sebou také 3luty a zeleny
sloupelek v obr. 5?). Nicméné celkové piefiti to dale nevylepsi. Samotny gemcitabin je pohroma,
ale s terapeutickou smési potlacuje rast nddoru, a¢ nevylepsi preziti. To by mohlo souviset

s patogenezi a riznymi ucinky na nador a na fyziologii organismu, napfiklad mimonadorovou
imunitu? Z toho by se dalo poucit a dale pracovat na optimalizaci terapie.

4.Vazba ADA s BAM neméla vliv na aktivitu ADA. Testovala autorka néjak, ze skuteéné doglo

k navazani BAM na ADA? Je moiné, ze k vazbé nedoslo (pfipadné jen madlo) a Ze pfi analyze
aktivity ADA byla stanovena aktivita volného enzymu? Mohlo by to pfipadné vysvétlovat, 7e neby!
detekovan efekt ADA-BAM pfi terapii?

5.0br. 17. Je skute¢né mozné porovnat vliv ADA-BAM (Zluté) na rdst nadoru, kdy? samotna
terapeuticka smés (zelené) v tomto pfipadé prakticky potlacuje rist nadoru a tudiz neni moc
prostoru pro zlepSeni, na rozdil od experimentu na obr. 20?

6. Karolina se ve své praci vyznamné soustfedi na adenozin, zejména na jeho extracelularni formu
a signdlni ulohy. V praci oviem stanovuje celkovy adenozin, véetné intracelularniho, z naddorové
masy. NemUzZe toto pfedstavovat problém a vysvétleni, pro¢ nevidi zmény v celkovém mnoZstvi
adenozinu po pfidani ADA-BAM?

7. Zajimavy je pomérné zietelny efekt ADA-BAM+PNP-BAM na rist nddoru na obr. 20/22, ale
pfitom krat3i doba pfeZivani mysi na obr. 23 (Zlutd vs. zelena, aZ na jednu prezivéi mys). M4
autorka néjaké vysvétleni? Opét zde nardzim na patogenezi, kdy rést nadoru ziejmé neni jedinym
ukazatelem, co se v postizeném organismu déje.



Jak jsem jiz uved| na za¢atku posudku, pfes uvedené poznamky a kritiky povaZuiji praci Karoliny
Kvardové za kvalitni, ocefiuji ndrocnost jejiho projektu a celkové velmi sluiné zpracovani psané
prace. V kazdém pfipadé doporucuji préci k obhajobé s pfedb&znym hodnocenim vyborné a7 velmi
dobfe a findlnim doporucenim hodnoceni na zékladé obhajoby a reakci na otazky.

V Ceskych Budéjovicich dne 14. 5. 2018

doc. Mgr. Tomag Dolezal, Ph.D.



Posudek na diplomovou praci Bc. Karoliny Kvardové
,Nadorova imunoterapie a moznosti zesileni jejiho u¢inku”

Diplomova prace vychazi z ,dilny” Jana Zenky, ktery se jiz fadu let vénuje imunoterapii nadord.
Dlouhodobé se snaZi vylepsit terapii zaloZenou na intratumoralnim kotveni ligand( fagocytdrnich
receptord a zvyseni pfilivu zanétlivych bunék do nddoru pomoci agonistt Toll-like receptord.

Karolina se ve své praci pokusila ovlivnit obranné mechanismy nadoru potladuijici protindadorovou
imunitu. Konkrétné $lo o potlaéeni MDSC (myeloid-derived suppressor cells) cytostatikem
gemcitabinem nebo odbourani imunosupresivné plsobiciho adenosinu adenosin deaminazou a
vznikajiciho inosinu purinnukleosid fosforyldzou. Vzhledem k poutZiti vysoce denzniho
pankreatického adenokarcinomu jako dalsiho nadorového modelu, testovala Karolina moZnost
nahrazeni vysokomolekularnich ligandd fagocytarnich receptord latkami s nizsi molekulovou
hmotnosti.

Diplomova préce je klasicky ¢lenéna na literarni Gvod, cile, materidl a metody, vysledky, diskusi a
zavér. Piehled literatury se na dvaceti strandch zabyvd vznikem a vyvojem nadord, jejich klasifikaci a
konkrétné nadorovymi liniemi pouzitymi v experimentech. Dalsi kapitola je vénovéna interakci
nadord s imunitnim systémem. Posledni ¢ast pfehledu se vénuje nadorové imunoterapii.

Material a pouZité metody jsou podrobné popsany, autorka uvadi, Ze hladiny adenosinu, inosinu a
hypoxantinu v nddorech byly stanoveny ing. Davidem Kahounem, Ph.D. Nicméné postup pfipravy
vzork( pro LC-MS/MS je podrobné popsan stejné jako stanoveni aktivity adenosin deaminazy.

V kapitole Experimentélni ¢ast jsou podrobné popsany jednotlivé pokusy vEetné uZiti gemcitabinu,
zkoumani vlivu vazby kotvy BAM na aktivitu adenosin deamindzy a purinnukleosid fosforylazy a
zejména poutiti kotvenych enzym v kombinaci s uZivanou terapeutickou smési. Nakonec je popsan
pokus nahrazeni mananu v terapeutické smési ligandami s niz$i molekulovou hmotnosti.

Kapitola Vysledky podrobné popisuje efekty terapeutickych smési hodnocené podle objemu nadoru,
prezivani mysi eventudIné vyskytu metastaz. Autorka se téZ zabyvala hodnocenim vlivu vazby kotvy
BAM na aktivitu pouzitych enzymdi. Zatim co aktivita adenosin deamindzy nebyla ovlivnéna, aktivita
purinnukleosid fosforylazy byla vazbou BAM vyrazné snizena. DopInéni terapeutické smési o oba
kotvené enzymy nevedlo k vétsi redukci nddorti, doslo k ponékud vy33imu preZiti IéCenych mysi.
Nahrazeni mananu ligandami s niz§i molekulovou hmotnosti mélo horsi efekt na preZiti mysi ve
srovnani s ptivodni terapeutickou smési.

Sedmistrankova diskuse podrobné hodnoti ziskané vysledky ve srovnani s dostupnou literaturou.
Pokousi se 0 vysvétleni netspéchu ve snaze zvysit G¢innost nadorové imunoterapie potlatenim
nékterych obrannych mechanismd nadoru. Oponent souhlasi s ndzorem, Ze obrana nadord pied
imunitnim atakem je velmi komplexni a zfejmé i redundantni a vyfazeni jedné jeji sloZky se nemusi
projevit na protinddorovém ucinku terapeutické smési.



Pfipominky a dotazy:
Str. 7, CD4+ lymfocyty: CTL jsou schopny detekce antigenu ve spojeni s MHC | molekulami

Str. 7 dole: Maturace B lymfocytt neprobiha po kontaktu s antigenem v sekunddrnich lymfatickych

YT

Str. 26 nahofte: pro¢ jsou mysi C57BL/6N oznaceny jako wild-type?

Str. 33 rovnice: misto urid acid ma byt uric acid

Str. 67: D-MEM je pojmenovéno podle pana Dulbecca, takze se piSe s D
Dotazy:

Je efekt gemcitabinu na MDSC specificky? Pokud ano, pro¢?

Kdy?Z proces degradace inosinu probihd intracelularné, jak se na ném mazZe podilet purinnukleosid
fosforylaza, ukotvenda na povrchu nadorovych bunék?

Jaké jsou dal$i moZnosti zvy$eni Gcinnosti terapeutické smési pouzivané v laboratofi dr. Zenky?

Zaveér:

Diplomova prace Karoliny Kvardové je pfikladem préce s negativnimi vysledky. Zdalo by se, Ze
napliiuje Cimrmanovska kritéria ,slepych uli¢ek” ukazujic , kudy cesta nevede”. Ale podle nazoru
oponenta tomu tak neni. Karolina pouze ukdzala, Ze konkrétni dopInéni terapie o slozky potlalujici
obranné mechanismy nadoru nevede ke zlep3eni jeji u€innosti. To viak neznamena, Ze terapie
nadort zaloZend na potlageni obranyschopnosti nadoru nemuze byt ispé$na, nebo Ze by se neméla
studovat.

Karolina vypracovala kvalitni, experimentalné naro¢nou praci a doséhla nékterych cennych dilgich
vysledkd. Na pfiklad zhodnotila vliv kotveni vybranych enzymi na jejich aktivitu. Praci uzaviela
fundovanou diskusi ziskanych vysledkd.

Proto diplomovou préci Karoliny Kvardové doporucuji k obhajobé a hodnotim ji jako vybornou.

V Ceskych Budé&jovicich 4. 5. 2018
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Prof. RNDr. Jan Kopecky, CSc.



