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V Praze dne 19. 1. 2012

Oponentsky posudek na disertacni praci PharmDr. Jitky Fucikové ,,Imunogenni bunééna smrt
a jeji aplikace v imunoterapeutickych protokolech*

Tématem prace jsou bunétné vakciny na bazi dendritickych bunék, jejich pfiprava pro klinic ké
vyuziti a hlavné problematika jejich pouZziti v kombinované chemoimunoterapii nadord v pokrocilém
stddiu onemocnéni. Prace je do urcité miry metodickd. Byla optimalizovana pfiprava lidskych
dendritickych bunék z monocytl z periferni krve podle podminek spravné laboratorni praxe a priprava
protokolu pro Kklinické vyuZiti. Ve druhé Casti prace se autorka zabyva problematikou indukce
imunogenni smrti nadorovych bunék rliznymi klinicky pouzivanymi cytostatiky. Tato &ast pfinesla
prioritni vysledky. Bylo zjisttno na modelech lidskych nadorovych bunék, Ze antracykliny maji
schopnost indukovat imunogenni buné¢nou smrt spojenou s translokaci molekul kalretikulinu, HSP70
a 90 a HMGBL1 na povrch bunék. Dale bylo prokazano, Ze antracykliny oSetfené nadorové bunky jsou
fagocytovany dendritickymi burikami a indukuji jejich maturaci. Ve treti asti prace byl popsan pfipad
imunoterapie hormon-refrakterniho metastatického nadoru prostaty.

Disertacni prace byla vypracovana formou, kdy zéklad tvofi publikované nejdilezitéjsi ¢la nky
dopInéné dlikladnym Gvodem a kratkym zavérem. Soucasti prace jsou také komentare vysledk(
z jednotlivych ¢lank( a prehled literatury, kde je uvedeno vice nez 120 citaci. Vysledky byly
publikovany ve tfech uvedenych pracich, z nich u dvou z nich je J. Fu€ikova prvnim autorem.

PFipominky k jednotlivym ¢astem prace

Teoreticka Cast. V teoretické Casti je na tficeti stranach podan logicky literarni pfehled problematiky
a jsou uvedeny cile préace. Je podan strucny Gvod o soucasnych pfedstavach o roli imunitnih o systému
v obrané proti nadorlim a jejich historickému vyvoji, dale charakteristika nadorovych bunék a jejich
interakci s imunitnim systémem. Duraz je kladen na teoreticky Gvod k experimentalnim pracim, tj. na
imunogenni bunéfnou smrt a na imunoterapii den dritickymi burfkami. Chybi pouze zminka o
imunosupresi a T regulacnich burikach.

Experimentalni Cast. Experimentalni Cast prace (vysledky a diskuse) tvofi kopie tfi publikaci
doplInéné Ceskym Uvodem a komentafi. VV prvni Casti (rukopis prace Fucikova et al., Journal of
Translational Medicine, 2011) byl Uspésné vypracovan protokol pro pfipravu dendritickych bunék
z lidskych monocytl a optimalizovan vybér kultivaéniho média. Zajimavé vysledky byly ziskany ze
srovnani fenotypu dendritickych bunék maturovanych smés i cytokinl nebo poly I:C. PrestoZe exprese
sledovanych aktivacnich molekul na povrchu dendritickych bunék byla nejvyssi na dendritickych
buiikach maturovanych smési cytokin(, nejvyssi schopnost aktivovat expanzi specifickych T bunék
mély dendritické buriky maturované poly I:C. Zaroveri dendritické buriky maturované smési cytokinl
indukovaly vétSi mnozstvi T regulacnich bunék. Bylo by zajimavé doplnit analyzy v této préci také
kvantifikaci cytokinl, zvl. IL-12, produkovanych jednotlivymi preparaty dendritic kych bunék. Nizsi
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schopnost dendritickych bunék maturovanych smési cytokinG aktivovat efektorové T buiiky a zaroven
vysSi schopnost indukovat T regulacni buriky by mohla byt dana jejich deficitem v produkci 1L-12,
pripadné dalSich prozanétlivych cytokind.

Ve druhé Casti prace byla na lidskych nadorovych burikach analyzovéana schopnost vybranych
klinicky pouzivanych cytostatik indukovat imunogenni bunéénou smrt (Fucikova et al., Canc. Res.
2011). Byla ziskana prioritni data, dllezitd pro lepsi pochopeni interak ci nadorovych bunék
ovlivnénych cytostatiky s antigen presentujicimi bunikami, kdy bylo prokazano, ze nadorové burky
oSetfené cytostatiky antracyklinového typu jsou fagocytovany dendritickymi buikami a dokazi
indukovat maturaci dendritickych bunék smérem k GCinnym antigen-presentujicim burkach. Tato
prace je velmi dllezitd vzhledem k tomu, Ze byla ziskana klinicky relevantni data na modelech
lidskych nadorovych bunék. Podobné jako v pfedchozi studii, by bylo zajimavé doplnit experimenty
analyzou produkce cytokin( dendritickymi burikami, pfipadné analyzou polarizace aktivovanych T
lymfocytd.

Ve tieti Céasti je popsan Klinicky pfipad vyuziti kombinované chemoimunoterapie hormon -
refrakterniho metastatického nadoru prostaty (Rozkova a spol., Clin Immunol., 2009), ktera
dokumentuje potencial pouZziti dendritickych bunék jako terapeutické vakciny v kombinaci s dalSimi
terapeutickymi modalitami. Zde bylo dulezité Uspésné metronomické pouziti cyklofosfamidu pro
sniZzeni populace T regulacnich bunék. VVzhledem k tomu, Ze J. FuCikova zde nebyla prvnim autorem,
mél by byt uveden jeji podil na této studii.

Zaveér. Prace je doplnéna struénym zavérem, ktery shrnuje ziskané vysledky. Mozna by bylo vhodné
vice diskutovat data z jednotlivych Casti prace ve vzajemnych souvislostech.

Poznamky k formalni strénce préace. Préce je jasné, pfehledné a logicky napsana s kvalitnimi obrazky
a tabulkami s minimem preklepl a chyb. Nékdy se v Cesky psaném Gvodu vyskytuji anglikanismy
(anglicka transkripce ,calreticulin“ nebo Ceskoanglické ,,crosspresentace” ). V nékolika pfipadech se
meénily fonty pisma. U prace Fucikova et al., (J. Transl. Med.), kde je presentovan rukopis, chybi
oznaceni Casopisu (je mozné ho zjistit az z prehledu vlastnich publikaci).

Dotazy k diskusi

— Préce je psana formou, kdy jsou presentovany jednotlivé publikace. Vzhledem k tomu, Ze u
kazdé publikace je vice spoluautorl, neni jasné, které Casti autorka délala sama; mohla by
autorka specifikovat svlj podil na experimente ch (publikace 2 a 3)?

— Stupeit maturace dendritickych bunék byl po pouZiti jednotlivych maturatnich agens
sledovan analyzou exprese povrchovych maturacnich znakl (CD86, MHC II, CD83), ktera
prokazala, Ze nejvétsi exprese byla u dendritickych bunék maturovany ch smési cytokind,
naopak funkéni studie prokazaly, Ze nejvétsi aktivaCni efekt maji dendritické buriky
maturované poly 1:C. Mohl by tento rozdil byt vysvétlen rozdilnou produkci cytokinl (IL -
12) jednotlivymi preparaty DC, respektive tim, Ze pro plnou funk ¢ni maturaci DC je Zadouci
aktivace pres TLR?
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- Mdze byt nedostatek produkce aktivacnich cytokind dendritickymi burikami pulsovanymi a
maturovanymi nadorovymi bufikami, u nichZ byla indukovana bunééna smrt rliznymi
chemoterapeutiky, spojena s indukci T regulacnich bunék?

— Vdiskusi v praci RoZkova a spol. je zminéna indukce imunosupresivnich CD4 *, IL-13-
produkujicich bunék dendritickymi buikami? Délali jste v nékterych dalSich experimentech
analyzu zastoupeni téchto bunék a dalSich imunosupresivnich populaci k romé T regulacnich
bunék, pfipadné planujete takové analyzy? Co je znamo z literatury o fenotypu CD4", I1L-13-
produkujicich bunék, jedna se o NKT bunky druhého typu?

— Analyzy zastoupeni jednotlivych populaci T bunék jsou z technickych diivod( provadény
v periferni krvi; jaka je podle véas korelace se skute¢nou situaci v mikroprostfedi nadoru?

Zaveér

PharmDr. Jitka Fucikova potvrdila, Ze je schopna samostatné védecky pracovat. Ziskala prioritni
vysledky, které ziskala za pouziti naro€nych metodik molekularni i b unécné biologie, které byly
publikovany v nékolika pracich ve vyznamnych mezinarodnich €asopisech, z nichz ve dvou byla
prvnim autorem. Zarovei byla jeji prace ddlezita pro vypracovani pfipravy dendritickych bunék pro
klinické pouziti. Doporucuji, aby prac e byla pfijata jako podklad pro udéleni titulu PhD.

RNDr. Milan Reinis, CSc.




