Oponentsky posudok na magisterski pracu Pavliny Kaiserovej:
Imunologické aspekty proenzymoterapie malignich onemocnéni.

Magisterska praca bakalarky Pavliny Kaiserovej s nazvom “Imunologické aspekty
proenzymoterapie malignich onemocnéni” sa zaobera vplyvom enzymoterapie na rast
nadorov v imunodeficientnych my8ich kmetioch. Tématicky je to praca zaujimava, zamerana
na rieSenie zavislosti proenzymoterapie na imunitnom systéme s potencialom praktického
vyuZitia.

Literarny Gvod je prehl'adne a jasne spracovany a spiiia tak svoj ugel uviest’ &itatel'a do
danej problematiky. Praca je obsahovo ¢lenend do dvoch ¢asti. Prva ¢ast’ je venovana vplyvu
proenzymoterapie na rast nadorov v imunodeficientnych mysich kmetioch. Autorka pouZila tri
myS$ie kmene s roznym stuptiom imunodeficiencie (my$i s vyraznou deficiencou pre T a B
lymfocyty, my$i s defektom pre CD8 receptor a mysi a defektom pre perforin). Diplomantka
experimentalne dokazala, Ze proenzymoterapia nie je u¢innd u Ziadnych testovanych
imunodeficientnych myS$i. Naopak v kontrolnych, imunokompetentnych zvieratach, terapia s
proenzymami u¢inne potlacila rast nadorov so Statistickou vyznamnostou. Z jej vysledkov sa
da usudit’, Ze terapeuticky uéinok proenzymov je nepriamy a zavisi na funk¢nom imunitnom
systéme. Vysledky tejto prace si cennym prinosom v objasneni podmienok, za akych je
proenzymoterapia u¢innd. Pozitivne hodnotim prehl'adné spracovanie vysledkov a pouZitie
vhodnych kontrol. Druha ¢ast’ prace je venovana vplyvu proenzymoterapie na imunologické
parametre, konktrétne diplomantka stanovovala zastupenie jednotlivych typov buniek
imunitného systému zo sleziny testovanych zvierat. Analyza tohto experimentu nepriniesla
celkom jasny zaver v zmysle zvySeného, pripadne znizeného podielu niektorého z typov
slezinovych buniek. Je teda obtiazne posudit’, ktory typ imunitnych buniek by mohol byt’
dolezity pre u¢inok proenzymoterapie. Naviac, pouzita terapia indukovala celkové zvySenie
poctu buniek sleziny a teda vzhI'adom na tento imunologicky aspect mala rovnaky efekt ako
rast nadorov.

Pripomienky:

1. V experimentoch, kde bola meritkom tspesnosti propenzymoterapie vel'kost’ nadorov, boli
vystupné grafy sprevadzané velkou Standartnou odchylkou. Podobne tomu bolo aj v pripade
stanovenia IFNgama a IL-10, z ktorého sa nasledne odvodzoval pomer Thl a Th2 buniek, ¢o
iste st’azilo interpretaciu vysledkov a neumoznilo $tatisticky signifikantné vyhodnotenie.
Stanovovat’ Th1 a Th2 cytokiny z krvi testovanych zvierat by bolo pravdepodobne presnejsie.
2.V experimente, v ktorom bol stanovovany podiel jednotlivych buniek zo sleziny, by
vytvorenie jedného komplexného grafu sprehl'adnilo ziskand informaciu.

Otazky:

1. Pouzivali ste vo svojich experimentoch dva typy nadorov, melanom B16-F10 a sarkom S-
180, ktoré sa navzdjom liSia v niektorych parametroch. Mohli by ste nejaké uviest’? Je rozdiel
v G¢innosti proenzymoterapie na rast melanomu B16-F10 a sarkému S-180? Ak 4no, ¢o moZe
byt pri¢inou?

2. Ako miera ispe$nosti proenzymoterapie bola stanovena velkost nadoru, aviak aj iné
parametre ako napr. schopnost” metastazovat moZzu byt kritické a ovplyvnené tymto typom
terapie. Bola proenzymoterapia niekedy testovana vo vzt'ahu k potencialu metastazovat™?

3. Vzhl'adom na neti¢innost’ proenzymoterapie u imunodeficientnych mysi by sa javila
analyza i¢inku tejto terapie v zavislosti na pohlavi prave u tohto typu my3i ako nadbyto¢na.
Napriek tomu ste zaznamenali rozdiel. Ako si vysvetlujete, Ze opaény (stimulujici) uéinok



proenzymoterapie na rast nadorov u imunodeficientnych CD8a- mysi bol zretel'nejsi prave u
samcov? Je nejaky rozdiel v u€inku tejto terapie v zavislosti na pohlavi u
imunokompetentnych zvierat?

4. 7 analyzy imunologickych parametrov, konkrétne stanovenia podielu imunitnych buniek zo
sleziny nevyplynul jasny zaver. V diskusii uvadzate, Ze proezymoterapia posobi lokalne a
teda by bolo vhodné analyzovat’ dané parametre z nddoru. Akt metddu by ste v tom pripade
pouzili?

5. Predpokladanym principom proenzymoterapie je naruSenie imunosupresie a to
prostrednictvom alfa-2-makroglobulinu, ktory sa po aktivacii proenzymami viaze na TGF-

beta. Je vazba alfa-2-makroglobulinu 3pecificka pre TGF-beta alebo sa viaZe aj na iné
cytokiny?

Na zaver konstatujem, Ze diplomantka zvladla experimentalne naro¢ni pracu, véetne
Casto obtiaznej manipulacie so zvieratami, pracu s tkanivovymi kultirami a cely rad
modernych imunologickych metod. Vysledky tejto prace prinasaju cennt informéaciu o
podmienkach, za akych je proenzymoterapia u¢inna.

Préaca Pavliny Kaiserovej uspokojivo spliia naroky kladené na diplomovi pracu a preto ju
hodnotim znamkou

“vyborny”.

{2

Mgr. Jaroslava Lieskovska, Ph.D.

V Ceskych Bud&joviciach 26. maja 2010
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OPONENTSKY POSUDEK
MAGISTERSKE DIPLOMOVE PRACE

Nazev: Imunologické aspekty proenzymoterapie malignich onemocnéni

Autor: Be. Pavlina Kaiserova

Pies veSkeré snahy obrovského mnoZstvi vyzkumnych pracovist zabyvajicich se
onkologickou problematikou pfedstavuji naddorova onemocnéni celosvétové neustdle vazny
zdravotni problém a jsou druhou nejéastéjsi pfi¢inou umrti. Hledani novych ucinngjSich
terapeutickych postupti je nezbytnym pfedpokladem pro zvySeni uspéSnosti jejich 1écby na
klinickych pracovistich. V tomto ohledu je zaméfeni predlozené magisterské diplomové prace
velmi aktualni. Prace se zabyva sledovanim u¢inka proenzymové terapie na dva typy nadort u
linii my$i s riznymi defekty imunitnich bun¢k. Duraz je pfitom kladeny na analyzu imunitni
odpovédi — zastoupeni subpopulaci imunitnich bunék a kvantifikace dvou kli¢ovych cytokinu.

Prace ma klasické ¢lenéni. V uvodni ¢asti podava autorka podrobny literarni piehled o
problematice studovanych nadord, o uloze rtznych typt imunitnich bunék v protinadorové
reakci a o pouzitych mySich modelech. Piehledné zpracovani této ¢asti jasné doklada, ze autorka
prostudovala k danému tématu rozsahly soubor odborné literatury a Ze se v této problematice
velmi dobie orientuje. Cile prace jsou kratce, jasn¢ a srozumitelné definované. V nasledujici
Casti prace je uvedeny veskery pouzity material v¢etné linii my$i a nadorovych bunék, je popsan
plan jednotlivych pokusti a jsou zminéné metody pouzité pro detekci Gi¢inku proenzymoterapie.
Dosazené vysledky jednotlivych pokusii a analyz jsou prezentované srozumitelné¢ formou
sloupcovych grafii (s vyznacenim smérodatné odchylky a statistické prikaznosti), za kterymi
nasleduje kratky komentaf. V diskusi autorka vysvétluje jednotlivé vysledky, dava je do
vzajemné souvislosti, konfrontuje je s literarnimi Udaji a snazi se dedukovat, jaké pochody
mohou probihat v Zivém organismu po proenzymoterapii a jak v nich participuji riizné buiky
imunitniho systému. V nasledujicim souhrnu jsou uvedené hlavni zavéry plynouci ze sledovani
u¢ink proenzymoterapie u riznych myS$ich nadorovych modelii. Na zavér autorka uvadi

odbornou literaturu pouzitou v diplomové praci, kterou cituje obvyklym zplisobem.
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K posuzované diplomové praci mam nasledujici dotazy a pfipominky:

.
2.

Na zaklad¢ ¢eho bylo stanoveno pouzité slozeni a davka proenzymové smési ?

V préci byla pouzita pro detekci imunitnich bunék pritokova cytometrie. Musim konstatovat,
Ze tabulka na str. 23 vysvétlujici barveni bunék pro pritokovou cytometrii mi neni moc
srozumitelnd. Postraddm podrobngjsi vysvétleni a grafické znazornéni (grafy z pritokové
cytometrie ve formé dot plot, gates), jak byl poCet a procentické zastoupeni jednotlivych
subpopulaci imunitnich bunék stanoveny.

Souhlasim s tim. Ze pouzité techniky (pritokova cytometrie pro sledovani subpopulaci
imunitnich bunék, ELISA pro stanoveni cytokini INF-y a IL-10) jsou adekvatni pro analyzu
piipadného vlivu proenzymoterapie na bufiky imunitniho systému. Nechapu ale, pro¢
nebyla vénovina viibec Zadna pozornost analyze samotnych nadori !! Pro¢ se
soustfedila pozornost pouze na buriky izolované ze sleziny a pro¢ nebyly stejnym zptisobem
analyzovany napf. tumor infiltrujici lymfocyty z odebranych nadord, coz by mélo ve vztahu
k riistu nebo regresi nadorti podstatné vy3si vypovidajici hodnotu? Pro¢ nebyla provedena
imunohistochemicka detekce subpopulaci jednotlivych typt imunitnich bunék v nadorech
nebo alesponi klasickd histologie? Pouhé méfeni nadori a zného — a zdat pritokové
cytometrie bun¢k sleziny — dedukovani, co se v organismu asi dé&je je velmi spekulativni.
Vliv proenzymoterapie na rist nadorti byl sledovan u tfi linif my$i sriznym defektem
imunitniho systému a u dvou typt nadorii (melanom B16-F10 a sarkomS-180). Naproti tomu
zmeny v imunologickych parametrech byly analyzované u imunologicky zdravych mysi
C57BL/6 (s melanomem B16-F10). Tato koncepce pokusu piedstavuje znacny rozsah
experimentalni price, kterd viak nakonec nepfindsi oekavany profit. Je pochopitelné, Ze
napf. u mySi s mutaci genu pro CD8 nebylo mozné stanovovat cytotoxické T-lymfocyty.
Urcité by zde ale $lo detekovat dal3i imunitni buriky, které byly také pfedmétem sledovani.
Domnivam se, Ze komplexnéjsi analyza tfeba i nizstho po¢tu modeld by byla jisté piinosna.
Takto jsou vysledky ziskané na znaCn& heterogennim materialu mysich linii a tak jsou
vzajemné jen t€Zko porovnatelné. K jaké velikosti nadorii jsou napi. vztahovany zmény ve
sledovanych parametrech na str.31, str.32, str.34 ?

Pro¢ byla pfi utraceni zvifat 21., 28. a 34. den pokusu odebirdna krev zcév ramenniho

pletence (str. 22), kdyz uz déle nikde nebyla k analyzam pouzita ?
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6. Pro¢ chybi pfi stanoveni NK a NKT bun€k ve sleziné€ pritokovou cytometrii termin odbéru
21.den (str. 37 a 38) ?

7. Zmény ve sledovanych parametrech (mezi jednotlivymi skupinami zvifat, v riznych dnech
pokusti) autorka komentuje jako sniZeni nebo zvySeni (obr. 12-15 aj.). Tato interpretace je
s ohledem na Casto zna¢né smérodatné odchylky a tim statistickou nepritkaznost zmén
ponékud nekorektni.

8. Piehled pouzité literatury je rozsahly (str. 45-51). Piitom je trochu zarazejici, Ze nejCerstvéjsi
citaci, pominu-li praci autorky uvadénou jako ,,in prep. 2010%, je jeji bakalarska prace z roku
2008. Pohled do historie je Casto jisté zajimavy, ale nevim, zda autorka ¢lanky publikované
zaCatkem 20.stoleti mohla pro studium vibec ziskat. Kazdopadné by zakladni zasadou mélo
byt vychazet co nejvice z informaci poslednich let. Vadi mi rovnéz nejednotnost v citovani
praci (ndzev Casopist nékde v plné nékde ve zkracené formé, s teCkami za zkratkami nebo

bez te¢ek, nékde s uvedenim ¢isla ¢asopisu, nékde jen prvni stranka ¢lanku).

ZAVER:

Pfes vySe uvedené ptipominky se domnivam, Ze piedlozena diplomova prace spliiuje
podminky, které jsou na ni zakonem kladené. Autorka prokazala, ze je schopna pracovat
s odbornou literaturou, umi si vyty¢it cil prace, realizovat naro¢ny pokus na zvifecich modelech,
zpracovat rozsahly soubor ziskanych vysledki, interpretovat je a zaclenit je do soucasné urovné
poznani. Vysledky by bylo vhodné — po doplnéni a upravé v souladu svySe uvedenymi
pfipominkami — prezentovat v impaktovaném odborném ¢asopisu.

Diplomovou praci Be. Pavliny Kaiserové doporucuji prijmout k obhajobé a po

uspéSném obhijeni udélit autorce akademicky titul ,,magistr* (ve zkratce Mgr.).

V Libéchove 24.5. 2010 RNDr. Vratislav Horak, CSc.



