Posudek na disertacni praci PharmbDr. Jitky Fucikové ,,Imunogenni bunééna smrt
a jeji aplikace v imunoterapeutickych podminkach*

PfedloZena disertacni prace PharmDr. Jitky Fucikové vychazi z vytecnych tradic laboratore a je na ni
patrna také zkugenost a lze fici i védecka proslulost, jejiho $kolitele, Doc. MUDr. Radka Spiska, PhD.
Vychazi ze tii velmi dobrych zahrani¢nich publikaci, i kdyZ v seznamu jsou uvedeny jiz ¢tyfi. U dvou z nich
je kandidatka prvni autorkou.

Recentni publikace je vénovana podro bnému imunoterapeutickému protokolu pfipravy dendritickych
bunék (DC) vhodnych pro DC vakcinu. V prvé fadé bylo ovéfeno nejvhodnéjsi medium pro kultivaci
nezralych DC vhodnych pro pfijem dostate¢ného mnoZstvi antigenu a také aktivacni signaly, kterymi se
z nezralych DC stavaji jejich zralé formy schopné ucinné prezentovat antigen a navodit tak antigen -
specifickou imunitni reakci. Autorka ze dvou mozZnych jako lepsi vybira CellGro medium a smés GM -CSF
a IL-4 jako cytokinl vhodnych pro pfipravu dostatecného m noZstvi nezralych, intenzivné fagocytujicich
DC bunék. Pro indukci jejich ndsledného vyzravani jako profesiondlnich antigen -prezentujicich bunék
(APC) pak srovnavala LPS, polyl:C a smés prozanétlivych cytokinG (IL -1, IL-6, TNF a PGE ,). Schopnost
aktivovanych DC navodit antigen-specifickou T odpovéd pak testovala pomoci modelovych antigend
schopnosti T lymfocytd uvolriovat IFNy. Posledni otazkou bylo, ktery protokol povede k nejnizsi
proliferaci/indukci Treg. Zavér prace je jasny. Pro ptipravu klinicky pouz itelné DC vakciny jsou
nejvhodnéjsi DC pfipravené v CellGro mediu, namnozZené vlivem GM -CSF a IL-4 cytokin( a vyzralé
pomoci poly I:C.

Dalsi prace potvrzuje dfivéjsi pozorovani Obeida, Zitvogelové, Apetoha, Panaretakise a dalSich o
imunogenni apoptdze nadorovych bunék. Nové ji prokazuje i u vybranych lidskych nadorovych linii a
primarnich nadorovych bunék izolovanych pti resekci nador( vajecnikll ovSsem pouze tehdy jsou -li
vystaveny antracyklinllm (doxorubicin, idarubicin). Proto spravné uzavird, Ze i lidské nadorové buriky
zabité antracykliny mohou navodit tumor -specifickou imunitni reakci. Kromé antracyklin bylo
testovano UV zéreni, etoposid, gemcitabin pro REH linii (T -ALL), UV zafeni, gemcitabin, etoposid,
cyklofosfamid, cisplatina a ifosfamid pro OV 90 | inii (karcinom ovaria) a UV zareni, leuprorelin a etoposid
pro DU145 linii (nddor prostaty). Pouze antracykliny vyvoldvaly translokaci kalretikulinu (CRT), HSP70 a
HSP90 a jejich expresi na povrchu nadorovych bunék stejné tak jako sekreci HMGB1 alarminu. N adorové
bunky usmrcené antracykliny byly také rychleji a ve vétsi mife fagocytovany. Kromé toho doslo



k zvySené expresi CD83, CD86 a HLA -DR a k tvorbé vétsiho mnozstvi nadorové specifickych CD4+ a CD8+
T bunék produkujicich IFNy. Nebyl pozorovan rozdil v inhibiéni aktivité Treg.

V dalsi publikaci, vénované kombinované chemo -imunoterapii, je kandidatka jednim z 13 spoluautord.
Jde o kazuistiku, pacienta s hormon-neodpovidajicim metastatickym nadorem prostaty, u kterého byla
vyuzita pracovistém vyvijena DC va kcina. Soucasné s DC vakcinou byla kontinudlné podavana paliativni
chemoterapie, a to docetaxel. U vazné nemocného pacienta doslo k vyraznému (i kdyZz doc¢asnému)
zlepseni jeho zdravotniho stavu potvrzeného laboratornimi vysledky a k vice nez devadesatiproce ntnimu
snizeni hladiny PSA.

Ke kandidatce mam nékolik otazek. A to a) jaky je soucasny (svétovy) stav vysledk(l po podani DC vakciny
u pacientd trpicich nddorem prostaty a jak je to u jinych diagndz, b) v ¢em je prazska vakcina lepsi nez
schvdlend americkd vakcina, c) jak se procentudlné v priméru snizuji Treg bunky po podani
metronomického cyklofosfamidu, d) DC vakcina spoléha na aktivovatelnost imunitniho systému
pacienta. Jak muUZe byt tento stav ovlivnén soucasné podavanou che moterapii, napfiklad u pacienta,
jehoz kazuistika byla predmétem jedné z publikaci, e) u stejné publikace mam dalsi otazku. Jaka byla
pravdépodobnost, Ze antigeny pouZité prostatické nddorové linie LNCap mély stejné imunodominantni
epitopy jako nador pacienta a podle mé zakladni otazka kterad s tim vSim souvisi, f) jak jsou vybirani
potencialni prijemci DC vakciny, jaké parametry imunitniho systému jsou dllezité.

Disertace se bohuzel nevyhyba celé fadé formalnich chyb . Tak pfedevsim je potfeba se rozhodnout, zda
dochazi k obhajobé disertace (autoreferat, obalka) nebo dizertace (stranky 1 a 2). FDA neni Food and
Drug Association and Food and Drug Administration (str.6). Plvodni autor myslenky a pozdéji i prace o
imunitnim dohledu je Sir MacFarlane Burnet, pozdé;jsi nositel Nobelovy ceny, a to nejenom v citované
praci z roku 1970, ale dokonce o 13 let dfive (1957). Kandiddtka tuto hypotézu uvadi Spatné pod jmény
Thomas a Burnet. Také bych rada upresnila, Zze William B. Coley podal v roce 1891 streptokoky
pacientovi s inoperabilnim nddorem a podobny princip potom aplikoval asi u 1000 pacient(l. Jeho smés,
de facto prvnich popsanych imunomodulacnich latek, byla a je dosud nazyvana ,Coley’s Toxins “. Na str.
10 je vhodné uvést u Cancer immune Editing vsechno s velkymi pismeny. Neda se fici, Zze néco vedlo
k rychlé implantaci (str. 10), ale spravné k rychlému rozvoji po implantaci. Na str. 11 je nespravné
konstatovano, Ze vysledkem stadia rovnovahy jsou tfi rlizné situace. Spravné je, ze imunoeditace ma tfi
r@izna stadia. Cast Gvodu vénovana zanétu (2.3) je velmi zjednodusena. To ovéem bohuzel do urcité miry

plati o celém lvodu. Citace jsem kontrolovala jen namatkové a to jen ty, které mi néjak zajimaly. Ale

napfiklad chybi citace Dudley a Roopenian (1996). Opakuje se chybné slovo crosprezentace. Tak bud' je
to anglicky, pak je to cross-prezentace a nebo je nutné pouzit esky preklad nebo popsani funkce. Také
slovo manuskript je pomérné osklivé. Mame krasné ceské slovo rukopis. Kandidatka je velice mlada, a
tak lze omluvit nikoliv neupozornit na to, Ze Paul Ehrlich nemohl néco zminit v osmdesatych letech
minulého stoleti...to uz byl totiz ddvno mrtvy. Obr. 4 a fada dalSich je prevzatd coZ je v poradku, co
v pofadku neni je to, Ze nejsou dobfe popsany. Neni sprdvné mluvit o imunog enicité klinicky
aplikovanych chemoterapeutik. Jde o imunogenicitu nadorovych bunék na které tato chemoterapeutika
pUsobi. Kromé toho je tam zbyteéné mnoho preklepl a také citace by mély byt psany jednotné. Bud jsou
vSechny podrobné, tj. véetné mésice kdy ¢lanek vysel, nebo to neni nikde.



Zavérem bych rada zddlraznila, Ze vysledky autorky, které jsou nedilnou soucasti prace celé laboratore
mohou a asi i budou mit v budoucnu vyznamné aplikacni vystupy. Také nemdam pochyb o tom, Ze
kandidatka je talentovanou védeckou pracovnici se schopnosti samostatné resit tvarci otazky, a proto
doporucuji, aby ji byl udélen titul Ph.D.
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