Posudek na diserta¢ni praci Mgr. Miroslavy Jandové s nazvem ,,Kryokonzervacni

metody ve vyrobé lé¢ivych pripravki moderni terapie*

Disertacni prace Mgr. Miroslavy Jandové je napsdna v poZzadovaném standardnim ¢lenénim
na 130 stranach, v¢etné 34 tabulek a 36 obrazkd.

Téma prace je zaméfeno zejména na uplatnéni kryokonzervacnich metod pii ziskévani,
zpracovani a skladovani bun¢k pro vyrobu léCivych piipravkt moderni terapie (LPMT)
zaloZzenych na somatobunééné a genové terapii. S rozvojem uplatnéni zminénych terapii
v klinické praxi, ktery probiha v soucasné dobé, je zvolené téma je velmi aktudlni.

Formaln¢ je disertacni prace napsana az na vyjimky (viz nize) na velmi dobré trovni, psana
kvalitni ¢estinou a doprovazena odpovidajicimi ilustracemi a tabulkami.

Podstatnou ¢ast disertatni prace tvoii na 31 stranach Uvod do problematiky, ktery predstavuje
dobie zpracovanou dosavadni klinickou praxi v pouziti LPMT v CR, cely proces k ziskéani
certifikace pro klinické hodnoceni a odpovidajici legislativu v CR a EU. Uvedené déleni a
charakteristika LPMT vychazi z materialu SUKL, jejichZ autorem je MUDr. Tomas Borai.
Nésledné dvé kapitoly Metodika a Material a Vysledky jsou strukturovany do 5 ¢asti, které
autorka avizuje v Cilech disertacni prdace. Kapitola Metodika a Materidl popisuje podrobné
ve, co vyzaduji certifikované standardy SUKL pro praci s bunéénymi kulturami s cilem

jejich klinické aplikace. V textu prvni ¢asti M+M a Vysledkit vSak strukturdlni uspotadani

neodpovidd zminovanym cilim., protoze doSlo k zaméné subkapitol o hMSC a

mononuklearnich bunék.

V prvni ¢asti Vysledki se autorka vénuje validaci odbéru a kryokonzervace mononuklearnich
bunék periferni krve pro pfipravu registrovanych LPMT Kymriah metodou chimérickych
antigennich receptort T-lymfocyti (CAR-T). Na zakladé autorCiny prace bylo ziskano
povoleni pro opatfovani, zpracovani a distribuci mononuklearnich bunék pro vyrobu LPMT a
také ziskani vyvozni licence do zemé mista vyroby geneticky manipulovaného LPMT.
V disertacni praci je uvedena aplikace takto modifikovanych mononukledarnich bunék u 2
pacientil.

Druha cast disertace popisuje vysledky odbéru kostni diené ziskané pro LPMT na bazi
lidskych mezenchymélnich stromdlnich bunék (hMSCs). Daéle autorka uvadi vyvoj
kryokonzerva¢niho protokolu pro hodnoceny LPMT, ktery je soucasti experimentalni klinické

studie EUDRA CT ¢&. 2016-000926-21. Protokol byl s tspéchem pouzit u 6 pacientl



zapojenych do studie. VSechny odbéry hMSCs vyhovély v testech na sterilitu a neobsahovaly
mykoplazmata. Vysledky této ¢asti uvadéji vitalitu a fenotypovou cistotu hMSCs pied a po
kryokonzervaci s pouzitim media s DMSO a komeréniho média Biofreeze. Na zavér je
v tabulce 23 uvedena analyza rizik pro vyrobu LPMT z kryokonzervovanych hMSCs
metodou FMEA.

Tieti ¢ast této kapitoly disertacéni prace popisuje vysledky retrospektivni studie provedené na
souboru 13 pacientli, u kterych byla sledovana toxicita dimethylsulfoxidu (DMSO) jako
kryoprotektiva. Ukézalo se, Ze odstranéni DMSO ma za nasledek vyznamné snizenou
zivotaschopnost bunék, coZ naznacuje, ze tento proces by mél byt provadén pouze u vysoce
rizikovych pacientt.

V Ctvrté a paté casti disertacni prace doktorandka popisuje skladovani komeréné dodavanych
bunék pro ptipravu jejich genetickych modifikaci, jejich docasné skladovéni v
kryokonzervovaném stavu v podminkach zdravotnického zafizeni a transport na klinické
pracovisté. Navrzeny proces byl uspésny v certifikaénim auditu a byl rovnéz ovéten v praxi.
Disertacni prace splnila zadané cile a jeji vysledky vytvorily kvalitni podminky pro dalSi
vyzkum a klinické aplikace LPMT.

K diserta¢ni praci mam nasledujici drobné formalni pripominky:

- V seznamu zkratek chybi NC jaderné bunky

- V grafech tieti ¢asti by median mohl byt graficky vice zvyraznén; pro¢ je v grafu kiizkem
vyznacena prumérnd hodnota, kterd nemd vyznam a neni proto uvedena v odpovidajicich
tabulkach ani v textu komentovana. Navic je velmi matouci ilustrovat vysledky jednotlivych
testd v tabulce a odpovidajicim grafu bez uvedeni signifikance rozdilir. Ty jsou pak shrnuty
vtabulce 28 a 29, jejichz text by mohl byt uveden jako Shrnuti vlivu procesu
zmrazeni/rozmrazeni... respektive, vlivu odmyti DMSO na parametry rozmrazeného
koncentratu autolognich mobilizovanych HPCs.

- Kosignifikanci rozdili bych radd védél, pro¢ u parametru TNC je vliv procesu
zmrazeni/rozmrazeni signifikantni, zatimco po odmyti DMSO ne (Leukaferéza 2,46 vs. Po
zmrazeni 1,79; pfitom min/max hodnoty jsou po rozmrazeni podstatné vétSi nez po domyti
DMSO, kde mediany jsou stejné).

- V textu na str. 90 pro uvedeni tabulky ¢.30 by asi mélo byt uvedeno: V Tab. ¢. 30 jsou

uvedeny hodnoty mediani kliCovych parametri pii porovnani hodnot pii leukaferéze a po



rozmrazgeni a odmyti DMSO.

Na zakladé vySe uvedeného lze konstatovat, Ze predloZena disertacni prace jednoznacné
prokazuje schopnosti Mgr. Miroslavy Jandové k samostatné védecké praci, a proto na
zakladé odpovidajicich piedpisi a vysledku obhajoby doporucuji, aby ji byl udélen titul
Ph.D.

Na doktorandku mam nasledujici dotazy:

1. Co lze podle doktorandky v dohledné dobé¢ jesté vylepS$it v technice a organizaci pfi
ziskavani a kryokonzervaci buné¢k pro LPMT.

2. Existuji kromé DMSO 1 jina kryoprotektiva? Mizete je uvést a jaké jsou jejich vyhody a
nevyhody ve srovnani s DMSO.

V Brné 7.8. 2022 Prof. RNDr. Petr Dubovy, CSc.
Anatomicky ustav LF MU



