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Nazev: Studium nadorové terapie pomoci Zymosanu A

Autor: Eva Waldmannova

Predlozena bakalarska prace se zabyva sledovanim uéinkti intratumoréalné applikovaného
Zymosanu A na rust mysiho melanomu B16-F10. Ve ¢tyfech nezavislych pokusech byl testovan
vliv samotného Zymosanu A, kotveného Zymosanu A a kotveného Zymosanu A v kombinaci
s LPS, flagelinem, my$imi makrofagy nebo neurofilnimi granulocyty. Celkové zpracovani prace
je velmi kvalitni. V rozséhlé Givodni ¢asti autorka uvadi pfi¢iny vzniku nadoru, jejich klasifikaci
a moznosti terapie s dirazem na imunoterapii a rizné souvisejici aspekty imunitniho systému.
Daéle podrobné specifikuje preparat Zymosan, jeho G¢inky na imunitni buiiky a moznosti jeho
vyuziti v protinddorové 1éc¢bé. Prehledné zpracovani této Casti jasné doklada velmi dobrou
orientaci autorky v uvedené problematice. Material a metody experimentdlni prace jsou
rozvedené v potfebném rozsahu. Dosazené vysledky jednotlivych pokust jsou kratce slovné
popsan€¢ a prezentované ve sloupcovych grafech svyznaenim smérodatnych odchylek a
statistické prukaznosti. V nasledujici &asti autorka diskutuje tyto vysledky ve vztahu
ziskané poznatky. Na zavér pak uvadi odbornou literaturu citovanou v praci. Za hlavni pFrinos
prace povazuji zjiSténi, Ze kotveny Zymosan A v kombinaci s LPS nebo s makrofagy

vykazoval vyrazny supresivni efekt na rust a velikost mySiho melanomu.

K posuzované bakalaiské praci mam nasledujici dotazy a piipominky:

1. Formulace na str. 2/fadek 5: ,,Nadorova onemocnéni nejsou sice dédi¢na, ....“ je nepfesna.
Vsechna nadorova onemocnéni maji puvod v poskozeni gent. Pokud takovéto poskozeni
postihne zérode¢né bunky, mize byt nadorové onemocnéni pfedavano na dalsi generace, ma
tedy dédi¢ny charakter. Tyka se to ale jen nizkého po¢tu nadorovych onemocnéni (asi 5-
10%), jak ostatn€ autorka uvadi na str. 4/fadek 7:*Dédi¢ného pivodu je 2-5% melanomi*.

2. Formulace na str. 3/fadek 7-8: ., ... a na nadory kiZe a sliznic (melanocyty)™ — je nepfesna.
Melanocyty nemaji zadny nadorovy charakter. Jedna se o normalni pigmentové buriky, které

mohou byt postupné transformované na benigni nevové buriky a nasledné na melanomové
bunky.
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Cile prace na str. 20 jsou formulované az prili§ stru¢né! Z uvedenych metodik a schémat
pokust je pfinejmensim ziejmé, Ze nebyl studovan jen vliv samotného Zymosanu A.

Pro uvadéni pocti bunek (napf. str. 22/fadek 8 a 13) doporucuji misto ,,4 mil bunék/ml* nebo
400 000 bunék* pouzivat b&zné vyjadreni ,,4x10° bunsk/ml*“ nebo ,.4x10° bunek* apod.

V ¢asti 3.5 (str. 22) se uvadi, ze subkutanné injikované melanomové bunky byly v RPMI
1640 bez séra. Nemuze RPMI svym slozenim néjakym zpusobem ovlivnit rust nadora?
Nebylo by vhodnéjsi pouzit PBS nebo fyziologicky roztok?

V ¢asti 3.8 (str. 22) autorka uvadi, ze odbér krve byl realizovany napichnutim zily u kotene
ocasu, vznikla kapka krve odsata injekéni stiikackou a po uloZeni ptes noc v lednici bylo
izolovano sérum pro stanoveni CRP. Jak velké mnoZstvi séra se tak ziskalo? Bylo to
dostatecné pro individualni kvantifikaci CRP ELISA kiterp nebo bylo nutné pouzit smésny
vzorek od celé skupiny pokusnych zvitat?

Pro¢ nebyla kvantifikace CRP provadéna po celé trvani pokusu? V pouzitém schématu
byla podrobné podchycena dynamika po prvni intratumoralni aplikaci terapeutika. Jak se ale
ménila koncentrace CRP po dalSich péti davkach terapeutika?

Postupy pro izolaci makrofagi (3.10) a neutrofilti (3.11; str. 23) z peritonealni dutiny jsou
originalni postupy autorky? V ptipadé€, ze tomu tak neni, chybi citace praci.

Pti izolaci makrofagli (3.10, str.23/fadek 19-20) se uvadi, Ze ,, ..Pouzitim prutokové
cytometrie byla uréena kvalita bunétné smési.“ Jaké reagencie resp. jaka kombinace
protilatek proti my$im CD znakim byla pouzita? Stejny dotaz mam také, pokud jde o izolaci
neutrofild (3.11) a Cistotu ziskanych bunék (str. 24/fadek 6).

Pro¢ nebylo u vSech pokusi pouzité stejné Casové schéma terapie? U Pokusu ¢. 1 byla
zahgjena 20. den po inokulaci melanomovych bunék a u ostatnich tfech pokusu jiz 12. den.
Zkratku ,,i..* (str.24/fadek 27) by bylo vhodné pti prvni pouziti rozepsat. Nejedna se o
zadnou bézn¢ uzivanou zkratku pro injekéni aplikaci, jako napf. ,.i.v.* nebo ,,i.m.”, které jiz
neni nutné vysvétlovat.

V Pokusu €. 3 (3.17, str. 26) byl pouzity kotveny Zymosan A v kombinaci s makrofagy nebo
neutrofily. Cistota ziskanych makrofagu byla 71,5%, Cistota neutrofilu byla 67,7%. Byla
odliSnd Cistota suspenzi pii¢inou pouzité odlisné koncentrace obou typti imunitnich bunék
(5x10” makrofagi/ml versus 8x10’ neutrofili)? Jaké dalSi typy imunitnich bunék byly

v ziskanych bunécnych suspenzich pritomné a jakym zpusobem by mohly ovlivnit
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sledovany rust nadoru? Pro¢ nebyly ziskané bunééné suspenze preciSténé napr. pomoci

MACS techniky?

. Pokus ¢. 4 mél potvrdit velmi silny inhibi¢ni u¢inek kotveného Zymosanu A v kombinaci

s makrofagy na rust nadort zalezeny v Pokusu ¢&. 3, ale o¢ekavany vysledek pfinesl jen
¢asteéné (inhibi¢ni efekt byl nizsi). Ma pro to autorka né&jaké vysvétleni? Vzhledem k vyssi
Cistot¢ makrofagu v Pokusu ¢. 4 bych naopak ocekaval vyssi efekt v tomto pokusu.

Pro¢ byly sledovany plicni metastazy pouze v Pokusu ¢. 1 a ne u vSech pokust? Jaka byla
lokalizace metastaz (pouze povrchova nebo i uvnit plicniho parenchymu?

Pro¢ nebyly délany dalsi analyzy (pf. histologie, imunohistochemie nadoru pro detekci
imunitnich bunék, kvantifikace cytokinu apod.), které by odhalily zmény probihajici v
nidorech? Je tfeba si uvédomit, Ze jsme na zac¢atku 21. stoleti, s obrovskymi detek¢nimi
moznostmi pomoci rozsahlého spektra technik a tak vysledky zaloZené pouze na
sledovani rustu nadoru jsou fakticky v mezinarodnich ¢asopisech nepublikovatelné!!!

V préci jsou citované publikace z 1. poloviny 20. stoleti (nékteré staré vice jak sto let!). Cetla
autorka skutecné tyto publikace v originalu, nebo je piejala z novéjsich praci? V druhém
pfipadé je nutné citace v textu uvadét jinym zptusobem (pi. Cotanyi 1905—cit. Marshal 1988).
V Seznamu pouzité literatury nejsou uvadény citace stejnou formou — u nékterych praci je

uveden jen svazek ¢asopisu, jinde je navic i ¢islo Casopisu v zavorce (obvykle se nepouziva).

ZAVER:

Pied vySe uvedené pfipominky je predlozena bakalaiska prace je velmi kvalitni a

svym rozsahem vyrazné prekracuje naroky kladené na takovyto typ prace. Autorka jasné

prokazala, ze je schopna piehledné zpracovat rozsahly soubor odborné literatury, samostatné

realizovat naroné pokusy na zvifecim nadorovém modelu a vhodné interpretovat ziskané

vysledky. S ohledem na uvedené skute¢nosti hodnotim praci stupném ,,VYBORNY*,

Bakalarskou praci Evy Waldmannové doporucuji prijmout k obhajobé a po

A

uspéSném obhajeni udélit autorce akademicky titul ,bakalar* (ve zkratce Bc.).
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