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Doktorand se ve své praci zabyva modulaci mikroprostfedi nadoru, prace je provedena na mysim
modelu. O aktuélnosti tématu neni pochyb. Vyzkum mikroprostfedi naderu a mozZnosti jeho ovlivnéni
stale nabyva na vyznamu, a zejména vzhledem k faktu, Ze mikroprostfedi naddoru, jeho imunoprotektivni
a imunosupresivni sloZky, vyznamné& ovliviiuji riist nadoru. Charakter mikroprostfedi nadoru miiZe
vyznamné ovlivnit také Gginnost pouZité 1éCby. Bliz8i poznani specifik nddorového mikroprostiedi tak

bude stale vice ovliviiovat vyvoj novych I€€ebnych prostfedkl pro nadorova onemocnéni u Eloveka.

Disertaéni prace marozsah 131 stran textu véetné 1 strany abstraktu a 8 stran seznamu pouZitych
zkratek. PouZita literatura obsahuje 58 stran. Vlastni disertaéni prace je provedena ve formé textove
vysledkové ¢asti s pfiloZzenymi 2 publikacemi souvisejicimi s disertaci. Formalni Gprava a €lengni textu
odpovidaji poZadavkim kladenym na tento typ disertace. Prace ma dobrou grafickou Urovef, je psana
odborné a plsobi téméf kompaktnim dojmem. Obrazky dobfe zapadaji do textu a jsou jednotné

znaceny.

V kapitole Uvod o rozsahu 62 stran autor prace seznamuje étenafe s problematikou mikroprosttedi
nadorl, vénuje se extracelularni matrix, jeji roli v regulaci kancerogeneze, dale podrobné probira
kapitolu po kapitole jednotlivé buné&&né komponenty. Literarni odkazy jsou vhodné vybrany. Jejich
pocet vice nez 1000 svéd&i o tom, Ze disertant v&noval studiu problematiky hodné& &asu. V nékterych
kapitolach tvodu bylo zpracovani literatury moZna az pfili8 obsahlé, napf. v ¢asti Bufiky imunitniho
systému je témérf 5 stran textu o Th17 lymfocytech, ve vlastni diserta&ni praci pak uZ o nich neni ale
ani zminka, a naopak nékteré dalezité bunééné populace jako napf. myeloidni supresorické buriky

jsou zminény pouze okrajové.

Dale si autor v kapitole Cile prace stanovuje n&kolik cil(, které se daji tematicky rozdélit podie 2
pfiloZenych publikaci. Prvnim cilem bylo zkonstruovat rYACV nesouci ve svém genomu tumor
supresorovy gen IGFBP-3 a imunogen SigE7LAMP, charakterizovat expresi IGFBP-3 a déle ovéfit
schopnost této vakciny indukovat protinddorovou imunitni odpovéd a objasnit mechanizmus Gg&inku.

Druhym cilem bylo pfipravit DNA vakcinu proti legumainu, v niZ byla pro zvy$eni imunogennosti



modifikovana jeho sekvence a zjistit, zda navrzené genové modifikace zvy3uji imunogennost vakeiny
a jeji schopnost inhibovat rist nadort. Jelikoz je MK16 nador metastazujici, cilem bylo také ovéfit
piipadny antimetastaticky uéinek. Cile disertace byly vytyéeny jasné a srozumitelné. Vychazeji ze

dvou pfiloZzenych publikaci.

Dalsi ¢asti disertadni prace je kapitola Material a Metodiky. Tato kapitola je zpracovana
vy&erpavajicim zplsobem, povazuiji ji za velky klad disertaéni prace. Ukazuje metodickou rozsahlost

disertacni prace.

Nasleduje vysledkova &ast, ktera je zde ve formeé vysledkového textu s vioZzenymi obrazky, ke kterému
jsou piiloZeny publikace. Vysledkovou ¢ast doktorand podloZil 2 publikacemi. Spinil tim minimalni
pozadavky oborové rady. Obé byly publikovany v impaktovanych éasopisech (souhrnny impakt faktor
5.907), u jedné je doktorand prvnim autorem. Obé jsou z roku 2014. Kromé toho je Mgr. Musil
spoluautorem 1 dal$iho ¢lanku, ktery véak do disertaéni prace zarazen neni.

Vysledky jsou rozdéleny do dvou tematickych &asti podle publikaci.

Prvni publikace se zabyvala modulaci nadorového mikroprostredi vyuzitim konstrukce
rekombinantnich vir(i vakcinie nesoucich tumor supresorovy gen IGFBP-3 a imunogen SigE7Lamp.
Bylo zjisténo, Ze nejvyssi exprese IGFBP-3 je dosaZeno, pokud se gen nachazi pod kontrolou
gasného promotoru H5. Vysoka hladina exprese IGFBP-3 korelovala s inhibici ristu nadord u mysi
imunizovanych virem P13-SigE7LAMP-H5-IGFBP-3. Samotna exprese |GFBP-3 neméla na rlst
nador( vliv. Dal&im cilem bylo objasnit mechanizmus pozorovaného inhibi¢niho efektu. Bylo zjisténo,
Ze vysoka hladina IGFBP-3 vede ke zvy$eni mnozstvi fosfatidylserinu a jeho inkorporaci do virionu.
Tyto viriony mohou nasledné efektivnéji infikovat buriky v dlisledku efektivnéjsi indukce

s deldi stimulaci imunitni odpovédi.

V druhé &asti se disertant zabyval ovlivnénim mikroprostfedi nadoru terapii cilenou na eliminaci
makrofagtl infiltrujicich nador. Tato imunosupresivni slozka mikroprostiedi nadoru neustale nabyvé na
vyznamu a v poslednich letech se objevuje stale vice odbornych ¢lankh zaméfenych na vyzkum TAM.
Doktorand se v prvni &asti zabyval optimalizaci postupu pro izolaci makrofagll pro pritokovou
cytometrii a detekci legumainu v makrofagachc infiltrujicich nador. Byl sestaven panel protilatek pro
detekci makrofagl pomoci pritokové cytometrie a bylo zji$t&no, Ze piiblizné 48% vSech makrofagil v
nadorech MK18 exprimuje legumain. Nador MK16 byl tudiz zvolen jako vhodny model pro dalsi
experimenty zamérené na pripravu DNA vakciny proti legumainu a testovani jeji G€innosti. Pedafilo se
zkonstruovat DNA vakcinu proti legumainu a pro zvy$eni efektivity byly provedeny nékteré genové
maodifikace, jako byla zména jeho aminokyselinové sekvence a inzerce pomocného epitopu p30
schopného aktivovat pomocné CD4+ T-lymfocyty. Obé modifikace signifikantné posilily imunitni
odpovéd proti legumainu. Dale byl sledovan efekt imunizace. Pfestoze doslo k signifikantni inhibici
ristu nador(, nebyla ovlivnéna tvorba plicnich metastaz, ani procento makrofagd.



Metodicky pfistup k fedeni problematiky byl adekvatni. Prace je metodicky velice bohata, mima jiné
zahrnuje celou $kalu in vitro a in vivo metodik (klonovani DNA, sekvenovani, PCR metody, analyzy
protein(, prace s tkanovymi kulturami, prace s viry, plakove purilikace vird a titrace, imunizace a
infekce mys3i, testovani imunitni odpovédi pomoci ELISPOT, priitokovéa cytometrie,
imunohistochemické analyzy). Velky pfinos prace vidim v tom, Ze doktorand zavedl metody pro izolaci

TAM z nador(l a detekci exprese legumainu a prokazal mozZnost experimentalniho vyuZiti.

Dotazy oponenta

1.V experimentech na mysich testujicich u€innost imunizace pomoci rekombinantnich vakcin
byl v pfipadé& preventivni imunizace zvolen nader MK16 a v pfipadé terapeuticke imunizace
nador TC-1. Co bylo diivodem toho, Ze nebyl pro obé schemata pouzit stejny model?

2. Jaké mate vysvétleni pro to, Ze v pfipadé pouZiti dvojitych rekombinant je uginngjsi
rekombinanta s &asnym promotorem, zatimco v pfipadé imunizace pouze jednoduchymi
rekombinantami se nena3el Zadny rozdil?

3. Bylainfiltrace makrofagy a exprese legumainu zjistovana i v metastazach nadoru MK16 ¢&i v
jinych nadorech, napf. v TC-1 nadoru vyuzitém v experimentalni &asti zabyvajici se IGFBP-3 a
byla pfipadné srovnana s infiliraci a expresi u primarniho MK16 nadoru?

4, Jaké vidi doktorand moznosti klinického vyuziti poznatkll ziskanych v experimentech

zamérenych na legumain?

Zavér

Zavérem mohu konstatovat, Ze autor ve své disertaéni praci prokazal schopnost samastatné tviréi
prace v daném oboru. Prace splfiuje poZadavky kladené na disertaéni prace v daném oboru.
Disertaéni praci Mgr. Jana Musila ,Modulace nadorového mikroprostfedi a jeji vliv na imunoterapii
nadorid® doporuéuji postoupit k obhajobé a udéleni titulu Ph.D.
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V Praze 3.6. 2015 MUDr. Rol;nana Mikyskova, Ph.D.
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