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POSUDOK K DIPLOMOVEJ PRACI

“Optimalizace (pro)enzymové terapie rakoviny”
Autorka: Be. Lucie Kalferstova

V diplomovej praci sa autorka zaobera problematikou enzymovej a proenzymovej
terapie s vyuzitim dvoch mysacich nadorovych modelov. Ciele diplomovej prace spocivali
v charakterizacii proteazovych inhibitorov vsere zdravych mysi a mysi s nadormi,
s moznostou vyuzitia poznatkov pri aplikacii enzymovej terapie, biochemickej analyzy
dynamiky aktivovaneho a2-makroglobulinu a studiu a optimalizacie aplikacie enzymov za
ucelom zlepsenia terapeutickeho efektu.

Praca ma prehladne spracovanu teoreticku cast, v ktorej autorka postupne a plynule
prechadza od definicie nadorov a vzniku nadoroveho ochorenia cez definiciu a historicke
aspekty vzniku (pro)enzymovej terapie. Rozsah diplomovej prace je znacny a vyuziva velke
mnozstvo pokusnych zvierat, nevyhnutny k objektivnemu zhodnoteniu tak komplexnej
problematiky, akou je enzymova terapia. Experimentalna cast a vysledky su clenene
prehladne a jednotlive medzivysledky su vhodne zakoncene diskusiou priamo
v experimentalnej casti. V zaverecnej casti prace a diskusii autorka hodnoti dosiahnute
vysledky a podava vysvetlenie k moznym efektom, ktore sposobili odchylky od povodne
stanovenych vedeckych hypotez.

Pracu hodnotim velmi pozitivne zo vsetkych hladisk — vytycenych hypotez,
experimentalnej realizacie samotneho projektu a volby kontrolnych skupin. Rovnako
pozitivne hodnotim aj fakt, ze diplomova praca nebola realizovana len na urovni in vitro
testovania a tazisko prace bolo vinm vivo sledovani spominanych efektov na zivych
organizmoch. Tato strategia ide ruka v ruke s problemami, vyplyvajucimi z komplexnosti
ziveho organizmu, na druhej strane vsak predstavuje lepsi modelovy system, blizsi skutocnej
realite. Ako experimentalny model boli zvolene dve velmi agresivne formy nadorov — sarkom
a melanom. Skutocnost, ze sa podarilo dokazat priamy vplyv skumanych enzymovych terapii

na velkost nadoru pri takto agresivnych formach len podciarkuje jej mozny potencial.
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Samotny zaver a diskusia predstavuju objektivny pohlad na dosiahnutne vysledky.
Zaujimavym vysledkom je zistenie maximalnej efektivity intraperitonealnej aplikacie
enzymovej a proenzymovej terapie. Praca svojimi experimentalne overenymi zavermi moze
byt dobrym odrazovym mostikom pre dizertaciu.

K praci nemam nijake zasadne pripomienky, drobne preklepy (napr. modularny melanom
namiesto nodularny, atd.) a nepresnosti nijako neznizuju uroven predkladanej diplomovej

prace, ktoru hodnotim ako vybornu.

Otazky do diskusie:
1.) (Odhliadnuc od zlej vstrebatelnosti peroralnou cestou) - existuju prirodne zdroje
enzymov resp. proenzymov, vyskytujuce sa v potrave cloveka, ktore by mohli hrat

vyznamnu ulohu pri prevencii vzniku nadorov v skorych stadiach?

2.) V sucasnosti hraju vyznamnu ulohu v terapii roznych ochoreni humanizovane
monoklonalne protilatky proti cytokinom, priamo spojenych s patologickym procesom
(napr. velmi efektivna protilatka proti TNF-alpha pri reumatoidnej artritide). Pokuste

sa porovnat vyhody a nevyhody takejto terapie oproti (pro)enzymovej terapii.

3.) Je zname pouzitie (pro)enzymovej terapie aj pri modulacii hladiny cytokinov

s imunostimulacnym ucinkom napr. pri autoimunitnych ochoreniach?

Na zaver konstatujem, ze predkladana diplomova praca splnila stanovene podmienky

kladene na taketo dielo a doporucujem pracu prijat k obhajobe a po uspesnom obhajeni
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Oponentsky posudek magisterské diplomové prace Be. Lucie Kalferstové ,,Optimalizace
(pro)enzymové terapie rakoviny*

(vypracoval Dr. Petr Kopégek, Parazitologicky ustav, Biologické centrum AVCR, Ceské Budéjovice).

Lucie Kalferstova predklada k obhajobé pomeérné rozsahlou diplomovou préci (celkem 65 stran), ktera
je po formalni strance zcela v poradku.

Uvodni literarni piehled podava prehled o zakladnich typech rakoviny a imunitni odpovédi proti
nadoriim s diirazem na Glohu cytokint, zejména transformacniho ristového faktoru beta (TGF-beta).
Vzhledem k dal§imu zaméreni prace se pak autorka vénuje popisu vlastnosti a funkce inhibitort
proteaz pritomnych v plazmé, zejména a2-makroglobulinu. V poslednim odstavci popisuje Lucie
historii a dosud velmi omezenou znalost mechanismu enzymoterapie a (pro)enzymoterapie (terapie
neaktivnimi proenzymy) inspirovana zatim ponékud osamocenou praci profesora Novaka a
budéjovického onkologa Dr. Trnky.

K literarnimu pfehledu mam tyto pripominky a otazky:

I. Praci by velmi prospélo, kdyby byl uveden nazorny obrazek mechanismu inhibice proteaz o2-
makroglobuliny a srovnani s mechanismem puisobenim ,,active-site* inhibitort.

2. Odstavec 1.2.4.2. o sérovych serpinech Cerpé z velmi starych zdroji. Autorka se prozradila
vétou ,,Nedavno bylo objeveno...* s odkazem na praci z roku 1982. Pojem serpin se v tomto
odstavci viibec nevyskytuje.

3. Zachyceni cytokinii do komplexu s a2M bylo popsano v mnoha publikacich (Tabulka I, str.
20). Jedna se podle vétSiny autort o specifickou interakci a2M-cytokin nebo o nahodné
zachyceni kolemjdouci molekuly spolu se ,,zaklapnutou* proteazou?

4. Ve Web of Sciences jsem naSel jen 5 praci, které cituji ¢lanek Novaka a Trnky v ¢asopise
AntiCancer Research z roku 2005. Mezi témito citacemi je i Erratum zvefejnéné samotnymi
autory dva mésice pozdéji ve stejném Casopise. OC se v této korekci jedna? Jaké jsou podle
vaseho nazoru diivody, pro¢ je tento ¢lanek v tak dynamickém a konkurenénim prostiedi jako
je onkologicky vyzkum viceméné ignorovan?

Metodicka ¢ast je popsana podrobné ale v mnoha piipadech malo piehledné. Napi. pipetovaci
schémata pro titrace séra trypsinem nebo trypsinu sérem by méla byt podana v jedné tabulce se viemi
komponenty. Pro mé bylo hodné obtizné dopatrat se toho, které komponenty v konkrétni reakci jsou ¢i
nejsou.
Lucie se také nevyhnula michani pocestélych anglickych pojmi s anglickymi terminy (napf.
v odstavei o ELISA se docteme Ze byl pouzit ,.koutovaci pufr a assay diluent).
K metodické ¢asti mam tyto otazky:
1. Klasicky postup stanoveni a2M v séru pouziva preinkubaci trypsinu se sérem (inhibitorem)
a pak vyblokovani nezachyceného trypsinu nadbytkem makromolekularniho inhibitoru (napf.
STI). Proc jste se zvolili zptisob presentovany na obr. 1. Povazoval bych za velmi vhodné béhem
obhajoby vysvétlit vas zplisob stanoveni s ohledem na ,.entrapping” mechanismus inhibice
trypsinu a2M. Lze jej néjak oddélit od Gi¢inku ostatnich ,,active-site™ inhibitort pfitomnych v
plasmé?
2. Jaky by byl prabeh kiivky na obr. 1 pfi pouziti vysokomolekularniho substratu (napf.
azokaseinu) namisto BAPNA?
3. Pro¢ jste se nepokusili optimalizovat end-point metodu i pro méfeni v mikrotitra¢nich
destickach? Stejna otazka plati i pro méfeni trypsinové aktivity fluorescenénim substratem.
4. Nikde nebylo popsano slozeni tzv. pro-enzymové smési — To je chranény tdaj?

Vysledku autorka predklada hodné, malo z nich v8ak ma né€jakou vypovidajici hodnotu. Navic jsou
pomérné zaSifrované pod pojmy jako parametr A, B, C, D a ¢tenaf se musi neustale vracet k jejich
definici podané na Obr. 1. U obrazku mi citelné chybély samovysvétlujici legendy, takze jsem se
musel vzdy znovu a znovu vnofit do metodické ¢asti, abych byl schopen zjistit, o¢ v daném
konkrétnim pokusu $lo. K vysledkim mam dal$i otazky a pfipominky:



1. U nekterych grafti (jako napf. na obrazku 9 mé zarazilo), pro¢ tak odlisné rozdily hodnot s malym
rozptylem nejsou statisticky vyznamne.

2. Ve vysledcich tvrdite (napf. obr. 3), ze v my3im séru byla vyrazné proteolyticka aktivita. Nikde
jsem viak nenalezl zavislost proteolytické aktivity na mnoZstvi pfidan¢ho séra bez trypsinu

3. Jak si vysvétlujete na obr. 3 vyrazny pokles aktivity trypsinu s minimalnim mnoZstvim pfidan¢ho
séra. Jste si jista, ze byl pouzit optimalni pomér koncentrace trypsinu vs. koncentrace séra?

Jednim z hlavnich vysledki autorky je, ze podéni pomérné vysoké davky trypsinu mySim se v jejich
séru projevi pouze pii intraperitonealni aplikaci, ostatni podanf se nijak neprojevila. Z tohoto pohledu
se mi libila interpretace, ze polykani piipravki typu Wobenzymu asi nema valny smysl. Nejvetsi
dojem na mé udélaly vysledky méfeni velikosti nadoru pfi i.p. aplikaci proenzymové smési (obr.11 a
12), které naznacuji, ze pro(enzymova) terapie mozna skute¢né funguje. Na druhou stranu si nedovedu
piili§ predstavit, Ze by tento zpiisob podani pro-enzymové smési byl aplikovatelny u skute¢nych
pacientu.

Neéktera ziskana data byla diskutovana spolu s vysledky, v navazujici ¢asti Diskuzi se pak autorka
nesnazi prehnanym zptisobem nad-interpretovat sva data. Nékterym odstaveim, jako napf.
piedposledni odstavec diskuse (str. 57) jsem nerozumél ani po opakovaném &teni.

Seznam pouzité literatury jsem kontroloval namatkové u odkazi, které mé zajimaly. Chyby jsem zde
nenasel.

Miij celkovy dojem z této diplomové préce je, Ze pro vysvétleni molekuldrnich a imunologickych
mechanism, které jsou za pozitivnimi efekty jakychkoli empirickych a alternativnich terapii, je tieba
pouzivat co nejstandardnéjii, zavedené a veobecné uznavané postupy, které piinesou jednoznacna a
neotiesitelna data. Jediné tak maji $anci byt postupné prijaty Sirokou odbornou vefejnosti.

Pies uvedené pfipominky a otdzKy jsem piesvédcen, ze Lucie Kalferstova udélala pomérné hodné
experimentalni prace a zvladla Sirokou $kélu metod na rozhrani experimentalni biologie a imunologie.
Z diplomové prace je poznat snaha, pracovitost a pelivost autorky.

Magisterskou diplomovou praci Lucie Kalferstové doporucuji k obhajobé€ pied piislusnou komisi.
Diplomovou praci zatim kvalifikuji znamkou 1 az 2, definitivné se rozhodnu se aZ po jeji prezentaci
pii obhajobé.
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