Oponentsky posudek doktorské disertacni prace MUDr. Alexandra Kucery:

Ovlivnéni rlistu tumoru na experimentalnim zvifecim modelu

Doktorska disertaCni prace MUDr. Alexandra Kucery byla vypracovana na pracovistich
2. lékarské fakulty University Karlovy v Praze a je zaméfena na fascinujici moznosti vyuZziti
imunoterapie pfi nddorovych onemocnénich, konkrétné aplikace dendritickych bunék jak pro
preventivni, tak i pro terapeutické Uucely . Doktor Alexandr Kucera si ve své praci stanovil tfi
hlavni, na sebe navazujici cile, které se tykaly se téchto témat:

1. Zavedeni dvou rliznych typl indukce nadorového bujeni u modelovych organismd,
v tomto pfipadé laboratornich potkand.

2. Vypracovani metodiky pro pfipravu a maturaci dendritickych bunék

3. Sledovani vlivu aplikace téchto bunék na ochranu pfed vznikem nadoru a na rdist
nadoru jiZ existujiciho.

DisertaCni prace sleduje klasické Clenéni: Literarni pfehled, Materidl a metody,
Vysledky a kone¢né Diskuse. Po formalni strance je prace celkem dobfe vypravena, obsahuje
minimum preklepl (napf. studie s imudeficitnimi mysi na str. 39) a nékolik prohfeskd proti
Ceskému pravopisu, zejména v oblasti shody podmétu s pfisudkem. Do Ceského textu se take
vloudilo par anglickych slov (napf. and a for na str. 26).

Literarni pfehled seznamuje Ctenafe s teoretickym zakladem zkoumané problematiky,
podle mého nazoru je vSak napsan trochu nevyvazené. Domnivam se, Ze v praci tohoto typu
neni nutné zminovat dojicky a pdvod slova vakcinace, ale na druhé strané by neskodilo zminit
se trochu podrobnéji o molekularné biologickych zakladech imunity. L iterarni prehled
v nékterych pasazich plsobi zkratkovitym dojmem, coZz ma za nasledek sniZenou
srozumitelnost textu a pro Ctenafe, ne zcela ddvérné seznameného s problematikou, je
ponékud obtizné sledovatelny. Myslim, Ze napfiklad kratké zminky o Gloze rekombinaci
aktivujicich gend (RAG), o tom co jsou to perforiny a jak nici cilové buriky, ¢i co je to asialo
GML1 a pro¢ protilatky proti nému selektivné eliminuji NK buriky , by srozumitelnosti Gvodni
Casti prospéla. V literarnim prehledu jsem také nalezl nékteré nesrovnalosti tykajici se citaci.
Néktera tvrzeni nejsou podeprena citacemi, napf. hypotéza o protinddorovém imunitnim
dohledu (str. 11), Ci na stejné strané zmifovana ,,fada experimentalnich i klinickych s tudii
pokousejicich se vyvolat imunitni reakci proti nadordm...“ . A pravé tyto studie mi pripadaji
v kontextu predkladané préace zéasadni. Také na strané 23 se piSe o predchozich studiich na

dendritickych bunkach, které jsou pravdépodobné kliCové, ale nejsou uvedeny. Neni také



jasny plvod obrazkl dendritickych bunék (Obr. 1 a 2), ten druhy je napadné podobny
fotografii ze tfeti autorovy publikace, potvrzeno to ale neni.

Cast Material a metody struéné popisuji metodickou stranku predkladané prace. Nebylo
mi vSak jasnych nékolik véci. Pro¢ byly pouZity dva rlizné kmeny laboratornich potkand,
Wistar pro indukci tumoru pomoci kancerogennich latek a Lewis pro experimenty se
sarkomovou linii? Co znamena koncentrace Phenobarbitalu 500 ppm/rat (potkan) a jak byly
koncentrace obou kancerogennich latek urCeny? Pokud na zakladé predchozich studii, pak
schazi citace. V odstavci tykajiciho se sarkomové linie imortalizovanych fibroblastt
nerozumim udaji (5 000 000 j/ml).

Vysledky jsou prehledné shrnuty, formalni vyhrady mam vsak k velikosti a zfetelnosti
vétsiny obrazkl. Napriklad podle obrazku 5A se da opravdu jen velmi obtizné sledovat
morfologie nezralych dendritickych bunék. V otisténé velikosti neni jednoduché (alespon pro
mé) rozlisit symboly jednotlivych zavislosti. Také k této Casti prace mam nékolik dotazd. Na
obr.7 je uvedena skupina PBS, kterou jsem v3ak v textu nenalezl. Podle obrdzku 7B mi
pripada, Ze zpomaleni rlstu nadoru u skupiny zralé DC+K2 pretrvava aZz do konce
experimentu, Ize jen litovat nepatrné velikosti grafu. A pokud se experimentalni skupiny
skladaly z 5 zvifat, pro¢ nebyly stanoveny smérodatné odchylky? O néjakém hodnoceni by
mohla svédcit hvézdicka u skupiny DC+K2, jaky je jeji vyznam?

V diskusi autor shrnuje ziskané vysledky a dava je do kontextu s jiz zndmymi fakty o
nadorové imunité a moznych perspektivach imunoterapie pfi nddorovych onemocnénich . Na
zékladé svych vysledk{ usuzuje na moznosti imunoterapie u rlznych typl nadordi a v rdznych
fazich nadorového onemocnéni. | v této kapitole postradam citace k nékterym tvrzenim, napf.
praci, které zpochybriuji ucinek protinadorové vakcinace.

Na zaveér bych se rad zeptal na dvé véci SirSiho vyznamu.

Jak si autor vysvétluje svlij netspéch pfi indukci tumoru pomoci kancerogennich latek?
Podle jeho tvrzeni, Ze ostatni badatelé dosahuji Uspésnosti 80%, soudim, Ze existuje pro tuto
indukci zavedeny, Ci alespon popsany laboratorni protokol .

Zajimal by mé fenomén imunogenni bunécné smrti, lisi se néjak vyrazné od apoptdzy Ci
nekrézy? Syntéza proteind teplotniho Soku a jejich transport z endoplasmatického retikula
totiz doprovazi celou fadu extra- i intracelularnich déjd.

Zaujala mé zminka o produkci NO nékterymi nadory a jim spousténd apoptdza
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dendritickych bunék, je zndmo néco blizSiho o tomto procesu?



Pfes uvedené vyhrady Ci kritické komentafe se domnivam, Ze pfedkladana disertacni
prace predstavuje vysledek usilovné experimentalni Cinnosti v atraktivnim a slibném sméru
klinicky zaméreného vyzkumu, zavr$ené souborem pdvodnich nalezd. Vysledky v praci
uvedené prokazuji, Ze autor prinesl sv(j vlastni dil k objasnéni komplikovaného procesu
protinddorové imunity a k moZnostem imunoterapie pfi komplexni a kombinované léché
nadorovych onemocnéni.

Podle mého nazoru MUDr. Alexandr Kucera prokazal schopnost samostatné védecky
pracovat a vysledky svoji prace odpovidajicim zplisobem formulovat. Doporucuji proto, aby
na zakladé predkladané disertacni prace byla MUDr. Alexandru Kucerovi udélena védecka
hodnost Ph.D.

V Praze, dne 10. 8. 2010

Doc. RNDr. Martin Kalous, CSc.



