Oponentsky posudek doktorské dizertacni prace (Ph.D.) Mgr. Katefiny Pokorné s nazvem
»Preklinicky model akutni promyelocytarni leukemie: studium anti-leukemického efektu
vyvolaného pomoci ATRA a DNA vakcinace” ,Pre-clinical model of acute promyelocytic
leukemia: Study of the anti-leukemic effect induced by ATRA and DNA vaccination”

Prace je cela v anglictiné a byla vypracovdna v INSERM UMRS940, v Institutu Universitaire
d’Hématologie Hopital Saint-Louis, v Pafizi ve Francii pod vedenim skolitelt Dr. Mariky PLA,
Ph.D. a doc. RNDr. Vladimira Holané, Dr.Sc.

Prace byla vypracovana v ramci doktorského studijniho programu Univerzity Karlovy a
Akademie véd Ceské republiky v oboru Imunologie.

Prace se celd zabyva studiem moZnosti kombinované diferenciacni a imunologické |é€by
akutni promyelocytarni leukemie (APL) v preklinickych modelech transgennich mysi. Hlavni
pozornost je vénovana navozeni a charakterizaci imunitni odpovédi vyvolané lé¢bou
pomoci ATRA (kyselinou all-trans-retinovou) a DNA vakcinaci.

Cile prace byly nasledujici:

1. Provést charakterizaci imunitni odpovédi vyvolané lé¢bou pomoci ATRA a ATRA+DNA
kombinované terapie

2. Monitorovat vyvoj nemoci a predpovédét klinicky vysledek a eliminaci PML-RARalfa
pozitivnich bunék dosazené pomoci ATRA+DNA kombinované |éCby.

Predkladana prace je metodicky bohata — pouziva jak imunologickych (pratokova cytometrie,
ELISA, cytotoxické testy na efektorové bunky), tak i biochemickych a molekularné
biologickych metodickych pfistupl na bazi gPCR, pripravy cDNA a RNA. Autorka zvadla
nejmoderné;jsi molekuldarné-genetické analyzy. Prace vychazi z predpokladi moznosti
navozeni dlouhodobé remise onemocnéni indukci specifické jak protilatkové, tak i T-bunééné
imunitni odpovédi vyuzitim DNA vakciny v kombinaci s diferenciaéni terapii pomoci ATRA. U
mysi s transplantovanou APL z transgennich modelovych mysi byly sledovany paramentry
protilatkové i bunécné adaptivni odpovédi proti leukemickym bunkam - pred, béhem a po
[ébé ATRA. Jednou z klicovych otazek bylo, zda kombinovana |é¢ba ATRA a DNA vakcinou
navozuje dlouhodobou remisi se specifickou imunitni odpovédi zaloZzenou na CD4+ a CD8+
T-lymfocytech. Sledovanim exprese znaku CD107a (degranulace) byla prokazana specificka
cytotoxicka T bunécna imunitni odpovéd namirena proti APL burikdm. Tato odpovéd byla
zavisla na antigenni prezetaci MHC. Podafilo se tak i izolovat CD8+ a CD107a+ cytotoxické T-
lymfocyty namirené proti leukemickym bunkam. Tyto bunky zaroven produkovaly
interferon-gamma. Uspé3nost Ié¢by podavané modelovym mys$im APL byla posuzovéna
podle prodlouZzeni doby preZiti. Zaroven byla monitorovana protilatkova aktivita proti PML-
RARalfa transkriptu u nemocnych lé¢enych ATRA. DuleZitou otazkou bylo prozkoumani, kde



se nachazeji rezidualni leukemické buriky, které mohou nastartovat relaps onemocnéni.
Pomoci molekularnich technik bylo zjiSténou, Ze zdrojem relabujicich leukemickych bunék
nemocnych muZe byt mozek i slezina. V praci je také detailné popsan mysi transgenni model
akutni promyelocytarni leukemie, ktery byl ziskdn od M. Bishopa z Bostonu. Prace se zabyva i
mnoha dal$imi aspekty monitorovani a Ié€by promyelocytarni leukemie na zminéném mysim
modelu, ale i u nemocnych.

Predkladana prace obsahuje 2 vyslé publikace ve vysoce impaktovaném mezindrodnim
periodiku (Blood) i s bohatym pfilozenym materidlem, a ddle je predloZena publikace zasland
do téhoz periodika s prvnim autorstvim predkladatelky. VSechny prace byly vypracovany
béhem pobytu v jedné z nejprestiznéjsich laboratofi INSERM v Pafizi. Vypracovani dizertacni
prace bylo podpoteno nékolika zahrani¢nimi granty a grantem GACR a GA Univerzity Karlovy.

Vzhledem ke kvalité predlozenych publikaci, rozsahu a kvalité prace autorky doporucuji tuto
praci k obhajobé a ke kladnému posouzeni jako dizertaci pro ziskani titulu Ph.D. Prace dle
mého ndzoru zcela splfiuje formalni i kvalitativni pozadavky kladené na doktorskou
dizertacni praci z oboru imunologie.
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