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Posudek oponenta diplomové prace Bc. Zuzany Kroulikové

» Tolerogenni dendritické buiiky jako nova bunécna terapie v diabetu I. typu*

Diplomova prace Be. Zuzany Kroulikové byla vypracovana pod vedenim MUDr. Davida Fundy,
Ph.D. (Skolitel), ktery se zabyva studiem diabetu I. typu (T1D) s vyuzitim mysSich zvifecich
modeld. V poslednich letech se vyzkum Dr. Fundy zaméfuje na moznosti vyuZziti bunécné
(imuno)terapie v 1é€bé a prevenci tohoto onemocnéni, a to zejmnéna s vyuzitim in Vvitro
ptipravenych tolerogennich dendritickych bunék (tolDC).

Ve své diplomové praci se Be. Kroulikova zabyvala empirickym testovanim imunoterapie T1D
pomoci in vitro ptipravenych mysich tolIDC na mysim zvifecim modelu NOD (z angl. non-obese
diabetic) a SCID (z angl. severe combined immunodeficiency) s cilem zjistit, jak pfiprava tolDC
a zpusob jejich podéani experimentalnim mysSim ovlivni spontanni rozvoj T1D u NOD mysi ¢i
zabrani indukovanému rozvoji T1D u SCID mysi. V prvni Casti prace se studentka zabyvala in
vitro pfipravou a testovanim tolDC. Ve druhé ¢asti prace studentka aplikovala in vitro piipravené
tolDC experimentalnim mysSim a sledovala jejich migraci a distribuci in vivo v zavislosti na
zpusobu jejich aplikace. Ve treti ¢asti pak studentka hodnotila terapeutickou ucinnost tolDC
v zavislosti na zpuisobu jejich aplikace experimentalnim mysim.

V prvni ¢asti své prace se studentka zabyvala ptipravou mysich tolDC. TolDC byly pfipravovany
diferenciaci bunék kostni dfen¢ pomoci GM-CSF a IL-4. Pro indukci tolerogenniho fenotypu byl
pouzit vitamin D2 v kombinaci s dexamethazonem, a to podle tii rtiznych protokold, které se
lisily kombinaci a délkou pfitomnosti obou ,tolerogenizujicich® ¢inidel béhem diferenciace na
DC. Jako negativni kontrola byly DC piipraveny bez pouziti vitaminu D2 a dexamethazonu.
Tolerogenni fenotyp pfipavenych DC byl evaluaovan skrze povrchovou expresi vybranych
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matura¢nich markerti po stimulaci DC silnym matura¢nim ¢inidlem, MPLA (synteticky analog
LPS). Ptipravené DC byly zaroven testovany na povrchovou expresi chemokinového receptoru
CCR7. Z analyz vyplynulo, ze DC ptipravené podle protokolu kombinujiciho vitamin D2
s dexamethazonem a aplikujiciho tato Cinidla od samého zacatku bunécné kultivace maji
pravdépodobné nejvyssi tolerogenni a migraéni potencial. Na zaklad¢ téchto vysledki byly DC
ptipravené podle tohoto protokolu testovany v nasledujicich in vivo studiich.

V druhé c¢asti studentka sledovala migraci a distribuci pfipravenych tolDC in vivo v zavislosti na
zpusobu jejich podani experimentalnim mys$im. Témito zpisoby podani byla intraperitonealni,
intravendzni a subkutanni aplikace tolDC. Vysledky pomérné rozsadhlych experimentti prokéazaly,
ze zpusob podani tolDC vyznamné ovliviiuje jejich konecnou distribuci v tkénich a organech
experimentalnich mysi. Tyto vysledky naznacovaly, Ze tato distribuce mize mit rovnéz i vliv na
ucinnost terapie T1D. Velmi zajimavym vysledkem bylo i odhaleni, ze subkutanni aplikace
tolDC vedla k vytvoreni lokalizovanych makroskopickych depoziti v misté¢ subkutanni aplikace.
Pfi podrobnéjsi analyze se ukazalo, ze tyto makroskopické depozity obsahuji aplikované DC,
které byly v téchto depozitech ,,uvizlé“ a zde postupné odumiraly. Tato zjisténi jsou velmi
zajimava, jelikoZ poukazuji na skutecnost, ze zptisob aplikace mize vyznamné ovlivnit nejenom
distribuci terapeutickych bunék in vivo, ale i jejich samotné chovani.

Zavérecna Cast prace je vénovana hodnoceni terapeutické ucinnosti pfipravenych tolDC v mySim
modelu NOD-SCID, u kterého byla sledovana schopnost tolDC zabranit indukovanému rozvoji
T1D po transferu splenocytti z NOD mysi do SCID mysi. Vysledky prokazaly, ze indukovanému
rozvoji T1D u SCID mysi je moZzné zabranit pomoci tolDC pfiblizné u jedné tietiny mysi.
Lepsich, ne vSak zatim statisticky signifikantnich, vysledkti bylo dosazeno pfi intravendzni
a intraperitonealni aplikaci tolDC nez tomu bylo pii aplikaci subkutanni.

Diplomova prace Bc. Kroulikové je zpracovana logicky, piehledné, a jeji struktura a rozsah
splituji soucasné standardy diplomové prace. Velkym piinosem prace je, Ze je psana v anglickém
jazyce ve velmi &tivé podob&. Uvod prace je prehledny a &tenafe srozumitelnym zptisobem
seznami s tématem T1D a bunécné imunoterapie. Metodicka a experimentéalni ¢ast jsou také
srozumitelné a z velké Casti dostateéné detailné vypracovany. Popis experimentd je shadno
pochopitelny. K realizaci experimentii bylo rovnéz nutné velmi dobie fungujici laboratorni
zazemi zvéfince. Vysledky jsou clenény dle jednotlivych cili prace a v diskuzi adekvatné
hodnoceny a zasazeny do kontextu sou¢asné¢ho poznani.

K préaci a k autorovi prace mam nasledujici drobné pfipominky a dotazy:

1/ V abstraktu jsou nékteré informace pfili§ detailni. Bylo by proto vhodnéjsi abstrakt
strukturovat na ivod, metody, vysledky a zavery.
2/ V ivodu v kap. 1.1 na strané 3 u posledni véty by bylo dobré uvést citaci.
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3/ Vuvodu v kap. 1.1.1 na stran¢ 3 ve tfetim odstavci je v zavorce uvedeno, ze pro klinické
ucely se pouzivaji mononuklearni bunky periferni krve z nékolika mililitra periferni krve. Patrné
se jedna o preklep, jelikoz se obvykle pouziva fddové mnohem vice periferni krve, spise vSak ale
leukafereticky produkt.

4/ V ivodu v kap. 1.1.1 na strané 4 v prvnim odstavci nejsou jasné posledni dvé véty, které se
tykaji ,,antisense oligonucleotides-treated autologous dendritic cells* a ,,B220" CD11c¢” B cells*.
Je mozné vice vysvétlit?

5/ V tivodu v kap. 1.1.3 na stran€ 12 je v prvnim odstavci uvedeno ,,Older but very elegant study
by...“. Tento piivlastek neni dale n¢jak rozveden. Jak je mozné si ho vysvétlit? Je obecné lepsi se
do budoucna v odborném textu snazit zdrzet podobnych subjektivnich hodnoceni.

6/ V tvodu v kap. 1.2 ve druhém odstavci by mohlo byt kratce uvedeno, o jaké klastrované
podskupiny T1D se jedna.

7/ V ivodu v kap. 1.2.3 na stran¢ 18 v prvnim odstavci na konci by bylo dobré uvést citaci.

8/ V metodach v kap. 1.2.5 na stran¢ 20 v patém tadku prvniho odstavce jsou uvedeny jako
material kultivac¢ni Petriho misky. Technicka otazka: Byly desti¢ky plastové nebo sklenéné?

9/ V tomtéz odstavci uvedeném v bodu 8 je popsano, Ze v den 6 byla polovina média nahrazena
cerstvym, buniky byly ,,sebrany, spoc¢itany a resuspendovany v 10 ml Cerstvého média®. Je mozné
tento postup vice oziejmit? Daéle, byla béhem celého procesu pouzivana pouze jedna a ta sama
Petriho miska jako na zacatku kultivace?

10/ V metodach a vysledcich: Pro€ se v experimentech pouzivaly samice mysi?

11/ Ve vysledcich v kapitole 1.3.1 na strané 24: Jak bylo morfologicky hodnoceno, Ze se jedna
0 DC ¢i nedendritickou bunku?

12/ Ve vysledcich v kap. 1.3.2 na strané 26 jsou uvedeny reprezentativni vysledky. Z kolika mysi
tyto vysledky jsou?

13/ Tamtéz (viz. bod 12): Jaky z testovanych maturacnich markerd DC si myslite, Ze nejlépe
odrazi miru maturace ¢i refrakterni charakter DC k maturaci? CD40?

15/ Ve vysledcich v kap. 1.3.3 na stran€ 27 v obrazku 8 je v legend¢ uvedeno, ze tolDC v kultuie
proliferovaly. Je moZné toto chépat tak, Ze tolDC v kultufe proliferuji nebo Ze se spiSe jedna
0 kombinaci pocatecni proliferace prekurzori DC s jejich naslednou diferenciaci na
neproliferujici diferencované DC?

16/ Ve vysledcich: U barevnych dotplota cytometrickych analyz nejsou ve vytisténé verzi ¢asto
¢itelné popisky os a nekteré legendy.

17/ Ve vysledcich: Numerické vystupy z dotplotd mohly byt pro ptehlednost sumarizovany
v grafech.

18/ Ve vysledcich v kap. 1.5 na strané¢ 38 v obrazku 14: Z kolika mysi byly experimenty
provedeny?

19/ Tamtéz (viz bod 18): Planuji se in vivo experimenty, u kterych by se jako kontrola pouzily
netolerogenni (maturované) DC a u kterych by se mohlo piepokladat, Zze nastup T1D u NOD-
SCID modelu spise uspisi?
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20/ Planuji se do budoucna genetické studie, napt. ektopicka overexprese CCR7 u tolDC, které
by zvysily napi. migraci ¢i distribuci in vivo? Z technického hlediska, jak uspé$né/slozité je
geneticky manipulovat s pfipravenymi DC z kostni dfené my$i (z vlastni zkuSenosti ¢i
literatury)?

De¢kuji za odpovédi.
Zavérem bych rad uvedl, Ze diplomova prace je velmi zdarila a védecky piinosna. Diplomova
prace splituje odborna Kritéria a pozadavky, které jsou kladené na diplomovou praci, a proto

doporucuji jeji prijeti k obhajobé.

V Praze, dne 29. 8. 2019 RNDr. Daniel Smrz, Ph.D.



