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V Praze dne 2. 6. 2014 

Oponentský posudek na diserta�ní práci MUDr. Pavla Gabriela „Studie vlivu imunologických 

adjuvans na experimentální lé�bu nádor� indukovaných HPV pomocí rekombinantních VACV 

a DNA vakcín“ 

Práce je v�nována problematice experimentální imunoterapie modelových myších nádor� 

asociovaných s infekcí virem HPV16 pomocí rekombinantních vir� vakcinie (VACV) a navazuje na 

p�edešlé práce laborato�e.  Je  rozd�lena na dv� navzájem související �ásti. V první jsou p�inášeny 

nové poznatky o roli virového CC-chemokinového inhibitoru (vCCI) v patogenicit� a imunogenicit� 

rekombinantních virových vakcín, ve druhé jsou popisovány adjuvantní ú�inky rekombinantního viru  

VACV exprimující  GM-CSF (kmen MVA-GM-CSF) v imunoterapii MHC-deficientních nádor� TC-

1/A9, v kombinaci s DNA imunizací. Tyto dv� �ásti jsou dopln�ny metodickou prací popisující 

p�ípravu linie modelových nádorových bun�k exprimujících nádorový antigen WT-1. Za�azení této 

�ásti, která p�ináší spíše p�edb�žné výsledky, kvalitu práce p�íliš nezvyšuje a podle mého názoru 

mohla být vynechána.  

Cíle práce jsou formulovány v úvodu.  Relevantní a velmi kvalitní literární p�ehled je obsáhlý a 

p�ináší velmi podrobný p�ehled o biologii viru VACV, mechanism� atenuace virových kmen�,  užití 

r�zných kmen� VACV pro protinádorovou imunoterapii, chemokinech a na záv�r informace o 

nádorovém antigenu WT1. Nutno �íci, že MUDr. Gabriel prostudoval, zpracoval a citoval neoby�ejn� 

velké množství literatury (580 citací) a teoretická �ást má vynikající informa�ní hodnotu. 

Výsledky jsou uvád�ny v t�ech blocích podle t�í cíl� práce, diskuse je rozd�lena na dv� �ásti 

(diskuse t�etí �ásti výsledk� chybí). V první �ásti byly v rámci této studie p�ipraveny varianty 

pražského kmene  VACV, u nichž byl deletován nebo naopak rekonstituován gen vCCI. V následných 

experimentech bylo zjišt�no, že exprese vCCV  sice sníží hladiny CC chemokin�, ale p�íliš neovlivní 

imunogennost kmen� a na druhou stranu sníží protinádorový efekt. O vCCI zatím není mnoho 

literatury, presentované výsledky jsou prioritní a mohou p�isp�t k lepšímu pochopení problematiky 

atenuace a imunogenicity r�zných kmen� VACV  a k optimalizaci vakcín na bázi rVACV. Ur�it� však 

bude nutno provést ješt� více studií zam��ených mj. i na p�ímý ú�inek vCCI na mikroprost�edí nádoru, 

aby bylo možno ud�lat jednozna�ný záv�r, jak exprese  vCCI v rekombinantní VACV vakcín� ovlivní 

její terapeutické ú�inky. 

Ve druhé �ásti práce byl prokázán adjuvantní efekt  GM-CSF   (podání rekombinantního viru 

MVA-GM-CSF) p�i imunoterapii MHC-I-deficientních nádor� DNA vakcinací. V�tšina 
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protinádorových vakcín je založena na indukci cytotoxické T bun��né odpov�di, která však m�že být 

neú�inná vlivem snížené exprese MHC I na nádorových bu�kách. Proto jsou experimenty tohoto typu 

pro vývoj optimální protinádorové terapie velmi d�ležité. Zde mám p�ipomínku k monitorování 

imunitní odpov�di analýzou zastoupení jednotlivých populací lymfocyt� ve slezin�. Pro analýzu 

imuniza�ního ú�inku by tato analýza mohla být hlubší (nap�. procento zastoupení aktivovaných, 

efektorových a pam��ových bun�k u jednotlivých populací T a NK bun�k).  Pro model MHC I-

deficientních bun�k by byla zajímavá i analýza aktivace a možné spolupráce CD4 a NK bun�k po 

imunizacích. 

Práce je pe�liv� a logicky napsána s kvalitní obrazovou dokumentací. Je bez v�tších chyb a 

p�eklep�, opakovan� se objevuje formátování odstavc� uprost�ed v�ty. V abstraktu je hodn� zkratek, 

které jsou vysv�tleny až dále v seznamu zkratek. Citace jsou se�azeny podle abecedy a zárove� 

�íslovány, p�i�emž k n�kterým �ísl�m nejsou citace p�i�azeny. V textu jsou citace uvád�ny pod 

jménem autora, v tomto p�ípad� je standardem je se�adit podle abecedy a ne�íslovat.  

MUDr. Pavel Gabriel prokázal, že je schopen samostatn� v�decky pracovat a v rámci práce získal 

nová data, která byla publikována v dvou �láncích.  Doporu�uji, aby práce byla p�ijata jako podklad 

pro ud�lení titulu PhD.  

 

Dotazy k diskusi 

– Zkoušeli jste nebo budete testovat vliv samotného vCCI na r�st nádor� a jak by se teoreticky 
m�lo ovlivn�ní mikroprost�edí nádoru inhibicí CC chemokinové aktivity v r�zných fázích 
vývoje nádoru projevit na jeho r�stu? 

– Byla úrove� produkce GM-CSF po podání MVA-GM-CSF kvantifikována in vitro nebo in 
vivo? 

– Je možné, že u použitých kmen� viru jsou exprimovány i další virem kódované chemokin-
vazebné proteiny, které váží stejné CC-cytokiny jako vCCI a bude  pro další výzkum d�ležité 
p�ipravit kmeny s delecí více t�chto gen�, nejenom vCCI, aby byly získány více jednozna�né 
výsledky? 

– Infekce virem kmene P13  nikoliv jinými testovanými kmeny  vede k do�asnému snížení 
zastoupení CD4-pozitivních bun�k ve slezin� (Obr. 24), je známo, �ím je to zp�sobeno? 

– Probíhají další experimenty s linií produkující WT antigen? 
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