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Cilem hodnocené prace bylo piipravit novou modelovou linii nddorovych bunék
TC-1 s ireverzibilné snizenou expresi MHCI inaktivaci genu B2m, jez je
soucasti MHCI komplexu, pomoci systému CRISPR/Cas9.

Préace je prehledné ¢lenéna na piedepsané Casti. Po abstraktu v anglickém
a Ceském jazyce, podrobném seznamu zkratek a tvodu nésleduje literarni
prehled. V literdrnim piehledu autorka ¢tenafe nejprve seznamuje se systémem
CRISPR/Cas9. Nasleduje kapitola o komplexu MHCI a jeho uloze
v protinadorové imunité. Zavérecna kapitola literarniho ptehledu je vénovana
nadorové imunoterapii a DNA vakcinam. Ptehled je Ctivy a je z néj patrné, Ze se
autorka dikladné sezndmila s relevantni literaturou. Po literarnim piehledu jsou
zafazeny strucné, jasn¢ formulované cile prace. V kapitole Materidl a Metody
jsou na devatenacti stranach piehledné a peclivé popsdny pouzivané metody
zplusobem, umoziiujicim pouzit uvedenou cast diplomové prace jako laboratorni
manual pro provadéni uvedenych experimentt.

Kapitola Vysledky za¢ind popisem tvorby konstruktu pro inaktivaci genu
B2m pomoci technologie CRISPR/Cas9. Nasleduji podkapitoly o pfiprave
bunécné linie TC1 s inaktivovanym genem B2m véetné ovéteni inaktivace vSech
alel. Dale je popisovana charakterizace biologickych efektl inaktivace genu
B2m — vliv na proliferaci in vitro, riist nddor a metastazovani, citlivost k DNA
imunizaci. Diskuse vysledki v nésledujici kapitole je zdafila, svéd¢i o
schopnosti autorky promyslet vysledky experiment i konfrontovat své poznatky
s aktudlni literaturou.

Zavéry piehledné shrnuji vysledky préace. Autorce se podaiilo pomoci
systému CRISPR/Cas9 inaktivovat gen B2m, ktery je soucasti komplexu MHCI.
Tato inaktivace byla potvrzena pritokovou cytometrii a western bloty.
Sekvenovanim bylo potvrzeno, ze v genu B2m vznikly mutace ve vSech alelach
genu a vSechny z nalezenych mutaci vedly ke vzniku pted€asného STOP
kodonu. In vitro byl zjiStén pomalejsi rist bunék s inaktivovanym B2m.

V myS$im modelu bylo potvrzeno, Ze buiky linie TC-1 s inaktivovanym
genem B2m jsou schopné tvofit nadory, nicméné vznik nadora je o nékolik dni
opozdén oproti nadorim zplsobenym pluvodnimi buitkami TC-1. Nadory
tvotené po inokulaci bun€k TC-1/C9/6 netvoii plicni metastaze a nejsou citlivé k



DNA imunizaci cilené proti onkoproteinu E7. V terapeutickych pokusech
zabyvajicich se kombinovanou imunoterapii nadorii se podafilo opakované
mirn¢ zvysit protinddorovy efekt DNA vakciny pomoci adjuvans ODN1826.
Zaroven se protinadorovy efekt projevil u kombinace ajduvancii ODN1826 a
aTim-3, pfiemz DNA imunizace tento efekt nezvySovala. Prace je uzaviena
obsédhlym Seznamem pouzité literatury.

Ve své praci autorka vyuzila velké mnoZstvi metod molekularni a
bunécné nadorové imunologie. Prokazala schopnost provadét komplexni
experimenty, kriticky je hodnotit a vysledky uvadét do SirSich souvislosti. Prace

podle mé spliuje poZadavky na diplomovou praci a navrhuji jeji prijeti.

Praci povazuji za velmi dobrou a nemam k ni formdlni pfipominky, kromé
obcasné se vyskytujicich neobratnych formulaci.

Maém nésledujici otazky:

Testovali jste vliv inaktivace genu B2m na metastazovani bunck linie TC-1/C9/6
pfi intravendznim podani?

Jakym zplisobem miize protein B2m pfispivat k migraci a invazivité nadorovych
bunék?
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