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Oponentsky posudek na doktorskou disertaéni praci

PfedloZen4 disertadni prace MUDr Pavla Otahala , Imunoterapie nadori vyvolanych viry
HPV16 a SV40° je souborem tii praci; dvé vznikly béhem jeho zahrani¢niho pobytu (na
Pennsylvania State University) a jedna v pracovni skupiné Skolitelky Sarky Némeckové.
V soucasné dobé& byly publikovany dvé z téchto praci v renomovanych odbornych Casopisech a
jedna je vrecenznim fizeni. VSechny uvedené prace se zabyvaji tématem zcela zasadnim a
aktualnim — moZnosti imunoterapie nadori. Na experimentalnich modelech mySich nadorl
indukovanych onkogennimi viry SV a HPV fesi otazky spojené s analyzou imunogenicity
nadorovych antigenti a ti¢innosti indukované imunitni odpovédi na riist nadoru.

Prvni z praci analyzuje vyznam zkfizené presentace nadorovych imunorecesivnich
antigennich epitopti pro indukci specifickych CD8+ T lymfocytd. Imunizace syngennimi
nadorovymi buitkami transformovanymi SV 40 T antigenem (TAg) vede ke vzniku specifickych
CD8+ T lymfocytd, které eliminuji injikované buriky (nedojde k tvorbé nadorid). Odpoveéd je
pfedev§im namifena proti dominantnim epitopim (I, IVIII a IV), epitop V je recesivni
(subdominantni). Mysi kmene C57Bl/6, které nemaji Tapl protein, netvoii komplexy MHC I-
peptid a nejsou schopné piimé aktivace CD8+ T lymfocytd, zjiSténa aktivace je vysledkem
zkiizené presentace. Témto mys$im byly pfeneseny T lymfocyty s TCR specifickymi proti
dominantnimu epitopu I a recesivnimu epitopu V. Autofi ukazali, Ze iéinnost zktizené presentace a
zmnozeni specifickych CD8+ T lymfocyti je v piipadé subdominantniho epitopu V velmi nizka ve
srovnani s dominantnim epitopem I. Odpovéd na epitop V byla zvySena po imunizaci T Ag, ze
kterého byly odstranény dominantni epitopy. Niz§i odpovéd na recesivni epitopy ukazuji jako
vysledek neucinné zkiizené presentace a kompetice CD8+ T lymfocytd specifickych pro
dominantni a recesivni epitopy o T Ag. Autofi diskutuji moZnost vyuZiti odpovédi na
subdominantni epitopy jako cile pfi imunoterapii nadorti, zejména za podminek, kdy mechanismus
tolerance limituje odpovéd na imunodominantni epitopy.

V druhé préci byl pouzit mysi kmen Ripl-Tagd (RT4), ktery exprimuje SV40 T Ag pod
kontrolou insulinového promotoru, sméruje produkci T Ag do beta bunék a indukuje tvorbu nadoru
pankreatu. U té€chto mysi neni TAg ptitomny v thymu a nedochazi ke vzniku centralni tolerance. Po
imunizaci T Ag vznikaji specifické CD8+ T lymfocyty proti dominantnim epitopim IV ( H-2K"
restrikce) a I (H-2D"). Nalezli, Ze existuje urcitd hierarchie (preference) u antigennich epitopii a
nastup odpovédi na epitop IV tlumi vznik CD8+ bunék specifickych pro epitop 1. Vyznamné bylo
zjiSténi, Ze imunizaci v ¢asné fazi proti epitopu IV, vznikly specifické cytotoxické T lymfocyty,
které dlouhodobé pretrvavaly a potlacovaly rist nadord. Pozdéjsi imunizace (po nastupu exprese T
Ag v periferii) v§ak neovlivnila rist nadoru, i kdyz vznikalo dostate¢né mmnozstvi specifickych
CD8+ T bunék 1 v nadorové tkani. Autofi vysvétluji tuto skutenost jako vznik resistence
nadorovych bunék vii¢i plsobeni cytotoxickych bun€k a probiraji moznosti uniku nadorovych
bunék imunitnimu dozoru.
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Ziskané vysledky diskutuji i1 v kontextu mozného vyuzZiti cytotoxickych bunék
v imunoterapii lidskych nadort, kdy pfistupuji faktory jako individualni variabilita odpovédi na
rdzné nadorové antigeny a rozdilna G¢innost vznikajicich specifickych CD8+ bunék pii potlaceni
nadoru.

Treti prace vznikla na pracovisti $kolitelky a piedstavuje prvni sdéleni v ¢asovem sledu
predlozenych praci. Je zaméfena na testovani imunitni odpovédi na E7 protein lidského
papilomaviru (HPV) typu 16, ktery je jednim z Casnych virovych proteintd, jehoZ exprese na
burikach mé za nasledek maligni transformaci infikovanych bunék (keratinocyt). Vakcinace HPV
indukuje specifickou odpovéd CD8+T bunék proti ¢asnym E5-E7 antigentim. Soucasné dochazi
k tvorbé& protilatek proti pozdnim antigentim L1 a L2 (tvoii kapsidu viru a asociuji do neinfekcniho
virionu), které mohou mit schopnost neutralizovat virus a tak nepfimo potlacovat riist nadori.
Hlavnim cilem prace bylo zjistit, zda bunééna lokalizace E7 proteinu ovliviiuje charakter imunitni
odpovédi. Pro smérovani na povrch bun¢k byl E7 protein vloZen do genu A56R viru vakcinie,
ktery koduje virovy hemaglutinin a vneseni do viru VV-SigE7Lamp smérovalo tento protein do
lysozomti. Povrchova pfitomnost E7 indukovala pfedev§im Th2 imunitni odpovéd’, kterd nevedla
k inhibici rdstu E7-transformovanych nadorovych bunék. Pfitomnost v lysozomech nebo v
cytoplasmé vyvolala naopak pievahu Thl odpovédi spojené srozvojem protinadorové imunity.
Nalezena polarizace imunitni odpovédi je diskutovéana jako kriticky parametr pro nastup obrany
proti virim a vytvofeni obrany proti nadorim, vznik a pfetrvani protinadorove imunity.

Uvedené prace prosly vétSinou velmi pfisnym recenznim fizenim, proto mam jen nékolik
obecnych dotazii :

Byl vztah lokalizace virového proteinu a Th1/ Th2 polarizace imunitni odpovédi prokazan i
u jinych antigend asociovanych s nadory (odr.2002)?

Jaky vidite klinicky vyznam pozorovani hierarchie epitopli nddorovych antigenti vzhledem
k heterogenité populace a rizné individualni odpovédi?

Lze opravdu s jistotou tvrdit, Ze vakcinaci pacientli lze indukovat nadorové specifické T
lymfocyty, nebo to lze predpokladdat u nadorti indukovanych viry (autoreferat zavér publikace
v recenznim fizeni)?

Uvazujete o mozném vyuziti ve vasem modelovém systému, pfipadné obecnéji, pfistuptd
zvySujicich tvorbu CD8 + bunék do protinddorové terapie (v optimalnim obdobi u¢inku)?

A jeden dotaz ne zcela odborny. Vzhledem k tomu, Ze obé posledni publikace vznikly za
pobytu ve Spojenych statech, nabizi se otazka tykajici se budoucnosti autora. Zda budete
pokraCovat ve své védecké praci v zahrani¢i, nebo pienesete své plsobisté zpét na své plvodni
domaci pracoviste?

Disertacni prace je sepsana jasn¢ a prehledné s minimem preklept. Logicky ¢lenény uvod
prace je nasledovan vysledky, kde kazda z publikaci je uvedena obecnéj$im sezndmenim s danou
problematikou a prehledem dosaZenych vysledkii. Souhmna diskuse, vedle shrnuti vysledkd,
obsahuje pohled autora na budouci smér vyvoje nadorové terapie. Publikaéni aktivita zahrnuje jesté
dalsi prace, které by v piipadé¢ zpozdéného publikovani tfeti prace, mohly doplnit podcet
pozadovanych publikaci. Z uvedenych praci je ziejmé, Ze autor zvladl v poslednich letech fadu
modernich metodickych pfistupti, které vyuzil pro ziskéani fady vyznamnych ptivodnich vysledkd.
Velmi oceiuji, Ze Pavel Otahal je prvnim autorem u dvou z publikaci a tato skutegnost jisté odrazi
jeho podil na volbé strategie, provedeni pokust, sepsani vysledkti a jejich velmi zasvécenou diskusi
v kontextu se soucasnymi znalostmi.

Pokud bych méla néco vytknout, je to pouzivani vyrazi jako je krospresentace, self-antigen,
priming a dalsi, misto kterych Ceskd odborna literatura i v zakladnich ucebnicich jiz uZiva
odpovidajicich ¢eskych pojmi a s tim spojenych i n€kterych jazykovych neptesnosti CD4+ epitop
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apod. RovnéZ bych ocenila podrobné&jsi a piesnéjsi informace o Siroké oblasti novych poznatki o



Treg buiikach a dendritickych buiikach a jejich roli v periferni toleranci. Uvedené piipominky jsou
vice méné formalni a neubiraji praci na jeji vysoké odborné kvalité.

Zavérem lze Konstatovat, Ze ptedloZena prace je velmi kvalitni a splituje veskeré pozadavky
kladené na disertatni praci. Predstavuje velmi kvalitni klinicky vyzkum, ktery na vytetné
zvolenych experimentalnich modelech pfinasi fadu novych poznatki v oblasti zakladniho vyzkumu.
Praci vysoce hodnotim a doporuéuji k ptijeti do oponentniho Fizeni pro ziskani védecké hodnosti
PhD.
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