Oponentsky posudek na dizerta¢ni praci MUDr. Pavla Gabriela nazvanou " Studie vlivu
imunologickych adjuvans na experimentalni Ié¢bu nadort indukovanych HPV pomoci
rekombinantnich VACV a DNA vakcin"

Dizertacni prace MUDr. Gabriela je zaméfena pifedev§im na zkoumani imunogennich a
protinadorovych efektl virového CC-chemokinového receptoru (vCCl) viru vakcinie a
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF); obsahuje také kapitolu
zamérenou na pfipravu leukemickeé linie stabilné exprimujici antigen Wilmsova tumoru 1 (WT1).

V praci prezentované vysledky byly opublikovany ve dvou puavodnich €lancich, IF ¢asopist
1.208 a 1.750. Kromé toho je MUDr. Gabriel spoluautorem dalSich 5 ¢lanku, které vSak do
dizertaCni prace zafazeny nejsou.

DizertaCni prace je napsana prehledné a zjevné s dlirazem na logické ¢lenéni, nicméné
pozornéjSi korektura by ji prospéla. Prace obsahuje abstrakt, seznam zkratek, obsahly a velmi
zdafily uvod a prehled studované problematiky (toho si opravdu velmi cenim, zejména pokud
jde o interakce viru vakcinie s hostitelem), podrobné popsané metody, vysledky, diskusi, zaveér,
seznam referenci (580) a pfilohy (reprinty 2 ¢lanku().

V prvni ¢asti prace se autor vénuje studiu vliastnosti a efektd vCCI jako adjuvans pfi vakcinaci
proti E7 proteinu HPV16, exprimovaného riznymi rekombinantnimi viry vakcinie kmene Praha
13 nebo DNA plasmidy. K tomu bylo zkonstruovano pomérné velké mnozstvi plasmida -
inserénich/expresnich vektorl, které byly dale pouzity k homologni rekombinaci a selekci
rekombinantnich vir( s E7 proteinem v kombinaci s vCCI VACV kmene Praha 13 s nekompletni
signalni sekvenci, s vCCl s doplnénou, funkéni signalni sekvenci, pfislusné revertanty a jiné
kontroly. Exprese vCCI byla ovéfena na tkanovych kulturach western blot analyzou a jeho
sekrece do supernatantu autoradiografii. Efekty exprese vCClI byly dale studovany in vivo na
mysSich rdznymi metodami, zejména ELISA, qPCR, ELISPOT. Bylo nalezeno snizeni hladin
nékterych cytokinl a atenuace VACV pfi zachovani imunogennosti. Dale bylo testovano, zda
imunizace DNA vakcinou s vCCI mUze ovlivnit replikaci rekombinantnich VACV exprimujicich
VvCCIl. Na zavér byl testovan na mySich efekt sekreCni formy vCCl na preventivni a
terapeutickou imunizaci DNA vakcinami a rekombinantnimi VACV proti E7 proteinu HPV16 v
rizném usporadani a efekt sekre¢ni formy vCCI na protinadorovy ucinek této imunizace na
podkozni rast TC-1, mySi nadorové linie transformované onkogeny E6 a E7 HPV-16 a
protoonkogenem H-Ras. Tyto pokusy vedly k zavéru, Zze sekrecni forma vCCl exprimovana
VACYV vede spiSe ke snizeni protinadorového efektu imunizace, zatimco exprese pomoci DNA
vakciny neméla zadny pozorovatelny efekt nebo rist tumoru ponékud snizila.

Ve druhé Casti prace se autor zabyva studiem efektu GM-CSF jako adjuvans pfi lécbé
podkoznich tumord z bunék TC-1 a TC-1/A9, linie s expresi onkogenu HPV16 a snizenou
expresi H-2b (MHC I). DNA vakcina proti E7 proteinu HPV-16 vedla k inhibici az involuci
nadoru z TC-1 linie, zatimco neméla v podstaté Zadny efekt na linii TC-1/A9. Tento nulovy
protinadorovy efekt se autor snazil ovlivnit expresi GM-CSF pomoci rekombinantnich VACV
kmene Praha 13 a MVA pfi aplikaci i.p., i.m. a i.t. (intratumoralné). Z riznych kombinaci se jako
efektivni adjuvans pfi aplikaci DNA vakciny jevila i.t. aplikace MVA exprimujici GM-CSF - tento
zpusob aplikace inhiboval jak rast primarniho tumoru z TC-1/A9 bunék, tak relaps po jeho
chirurgickém odstranéni. Imunohistochemickou analyzou a prutokovou cytometrii bylo zjiSténo,
Ze TC-1/A9 tumory byly po kombinaci DNA vakciny s i.t. aplikaci MVA-GM-CSF zvySené
infiltrovany CD3+ buné&cnymi elementy, avSak zvySena exprese MHC | byla ovlivnéna pouze
samotnou DNA vakcinou, nikoliv GM-CSF.

Treti ¢ast prace je zaméfena na pfipravu leukemické linie stabilné exprimujici antigen WT1,
avSak toto vedlo pouze k selekci klonu rezistentnich na selekéni antibiotikum, ne ke stabilni
expresi WT1. Vzhledem k tomuto vysledku i vzhledem k chybéjici diskusi na toto téma pUsobi
tieti Cast prace jako neuzaviena.

Na autora bych méla nékolik dotazu a pfipominek:



V uvodu na str. 52 zminujete, Ze kozni Iéze zplsobené inokulaci VACV s deleci vCClI byly
vétsi, pficemz imunitni odpovéd charakterizovana infiltraci zanétlivymi elementy byla rovnéz
vétsi. Jak byste takovy vysledek interpretoval?

Na str. 105, Obr. 17 popisujete prouzek ve vzorcich €. 1, 2 a 3 jako nespecificky. Osobné se
domnivam, Ze tento prouzek nelze povaZovat za nespecificky - intenzita signalu je relativné
vysoka ve srovnani s pozadim. Existuje néjaky bunéény homolog ¢i moznost zkfizené
reagujiciho bunééného proteinu? Bylo by mozné jesté néjaké jiné vysvétleni, jak se dany
prouzek ve vzorcich objevil?

Na str. 109, Obr. 19 jste stanovoval replikaci riznych rekombinanti pomoci kvantitativniho
PCR, charakterizovanou poétem kopii VACV/100 ng DNA. Zjisténé hodnoty poctu kopi se
pohybuji v podobném rozmezi v intervalu oznaeném 0 stejné jako i v dalSich dnech (kromé
hodnot, které jsou rovny 0). Mohl byste prosim objasnit, jak rozumét zjisténi, ze pocet kopii viru
byl v den inokulace stejny jako 3., 4. &i 5. den po infekci?

Jak si vysvételujete vy3Si ucinnost GM-CSF exprimovaného pomoci MVA nez pomoci Praha?

Dale bych rada, kdybyste mohl diskutovat rozdily €i pfekryvy mezi terminy onkolyticka terapie a
nadorova imunoterapie s vyuzitim vird.

Drobné dotazy a pfipominky:

Razné preklepy, odchylky z vazby, stylistika

Nejednotné zkratky, napf. dendritické buriky - DC i DB, virus vakcinie - VACV i VV, atd.
Str. 58 — INOS neni reaktivni dusik, ROS nelze nazyvat meziprodukty kysliku

Str. 105 - odkaz na Obr. 2 (str 35) — zfejmé ma byt Obr. 17

Str. 106 4.1.3.2. sitovaci Cinidlo — |épe asi zesitovaci Cinidlo

Na zavér svého hodnoceni doporucuji, aby dizertaéni prace MUDr. Gabirela byla pfijata jako
podklad pro udéleni titulu PhD.

MUDr. Zora Mélkova, PhD
V Praze dne 18. ¢ervna 2014



