Oponentni posudek na diplomovou prici Be. Magdy Cechové: Studium moznosti
ovlivnéni metastazovani pomoci proenzymoterapie.

PfedloZena diplomova prace se zabyva studiem vlivu proenzymoterapie na ¢etnost a velikost
metastaz u melanomu B16-F10 u laboratornich mysi kmene C57Bl/6. Kromé& toho byl u
danych mys$i studovan vliv LPS, TGM, BG a bakterie Stenotrophomonas maltophilia na
redukci ristu nddoru a potlaeni jeho metastdzovani. Proenzymoterapie predstavuje
zajimavou problematiku, které je v onkologickém vyzkumu vénovana nepravem jen mala
pozornost. Jako obzvladté zajimavou vnimam C&ast pojednavajici o protinddorovém ucinku
bakterie S. maltophilia. MozZnost vyuZiti bakterii v protinddorové 1é¢bé€ je zndma jiz pfes sto
let. Je zaznamenan nespocet pfipadl, kdy bakteridlni terapie vedla k regresi malignich nadorg
v pokrocilém stadiu, i k jejich vylé€eni. Bakterie byly s uispé&chem uZivany k terapii sarkomt,
karcinomti, lymfomiti, myelomd, i melanomi. Piesto v této oblasti, jak ostatn€ dokumentuje i
predloZena magisterska prace, je stale co objevovat.

Praci tvofi 83 stran textu a obrazkill.. Prace je standardné ¢lenéna na nasledujici kapitoly:
Uvod, Literarni ptehled, Material a metody, Vysledky, Diskuse, Zavér, Seznam pouZité
literatury a Ptilohy.

Uvod a literarni piehled je psan dobrou &estinou s minimem pravopisnych chyb a pteklepii.
V této &asti je presentovan prehledny souhrn o rakoving€, nadorové imunologii a moZnostech
terapie nadori pomoci proenzymoterapie.

Kapitola Material a metody je bohuZel misty aZ pfili§ infiltrovana ,,laboratorni hantyrkou* a
n€¢kdy pfipomind spiSe poznamky z laboratorniho deniku, neZli odborny text. Jako ptiklad
uvaddim vyrazy typu ,,binolupa®“, ,mikrovinka®“, ,stoCit na centrifuze atd. Misto vyrazu
»prava zadni ¢ast zad* bych doporudil uZit terminu ,,prava krajina hyzd'ova“ (regio glutea
dextra).

Kapitola Vysledky sumarizuje data ziskana z celkem Sesti experimentl, které zahrnuji
ovlivnéni Cetnosti a velikosti melanomovych metastaz proenzymoterapii, LPS, TGM, BG,
bakterii Stenotrophomonas maltophilia a cytotoxicky test. Vysledky jsou povétsinou
presentovany piehledn€ a srozumiteln€ v podobe sloupcovych grafi.

Kapitola Diskuse shrnuje a komentuje dosaZené vysledky. BohuZel jen maly prostor je
vénovan srovnani autor€inych vysledki se zahrani¢ni literaturou. Naptiklad na téma vyuZiti
bakterii v protinadorové 1é¢be existuji stovky praci, autorka z nich v8ak nediskutuje ani jednu.
Kapitola Zavér odraZkovym systémem ptehledné a srozumitelné shrnuje hlavni zji$téni
autorliny préce.

Seznam literatury zahrnuje uctyhodnych 125 literarnich odkazi. Citace jsou uplné a maji
jednotnou formu. V né€kterych ptfipadech anglicky psanych nazvi praci se ale vloudily drobné
chyby a pteklepy (,,unike” misto ,,unique‘; ,,komplete* misto ,,complete*; , resistence® misto
»resistance®; ,aktivity misto ,activity“; ,hibrid“ misto ,,hybrid“ apod.). V pfipad€ citace
Brandarchi et al. 2010 by se nemélo uvadét strankovani, ale identifikator ¢lanku pii: 583748.

Kromeé jiz uvedeného bych mél k praci nasledujici pfipominky:

1. Na stran€ 4 autorka presentuje tabulku shrnujici lidské onkogenni viry, kterd je
pfevzata z uCebnice onkologie pro lé¢kafské fakulty. Tabulka ale obsahuje fadu
nepfesnosti — nespravné jsou uvedeny virové Celedi, n€které ndzvy vird, i néktera
onemocnéni (napf. Kaposiho sarkom, nikoliv Kaposhiho).

2. Slovo ,,viz* neni zkratka, nybrz imprerativ od slovesa ,,vidét“, tudiZ jej nepiSeme
s te¢kou.

3. Neékteré zkratky jsou v textu vysvétlovany zbyteéné opakované (s.c., i.m., i.p., i.t.).



4.

5.

U obrazki 5, 7, 8, 10 a 18 postradam vyznafeni smérodatnych odchylek a vysledky
statistické analyzy.

V pfipadé¢ experimentu €. 4 nelze mluvit o skupinach, nebot’ kazda ,,skupina“
zahrnovala jen jednu mys.

Na autorku bych mél nasledujici otazky:

1.

Na strané 26 a dale autorka uvadi, Ze ,Bakterie Stenotrophomonas maltophilia je
jedinou bakterii s vyrazné pozitivnim povrchovym nabojem™. Jakym zplisobem
povrchovy naboj bakterii zdvisi na pH prostfedi, ristovém médiu a stafi bakteridlni
kolonie? Jaky povrchovy naboj pfi neutrdlnim pH ma napi. bakterie Streptococcus
thermophilus v draselno-fosfatovém pufru?

Lze ptedpokladat, Ze kladny povrchovy naboj bakterii S. maltophilia bude zachovan i
po smrti bakterie ¢i po sonikaci?

V pfipadé pokusu 5 postradam jest€ jednu skupinu, které by bylo aplikovano LPS.
Vzhledem ktomu, Ze S. maltophilia je Gram-negativni bakterie, nelze z daného
pokusu fici, zda byl pozorovany protinddorovy ucéinek vysledkem specifického
pusobeni daného bakteridlniho druhu, ¢i jen LPS obsaZeného v bakterialni sténé.
Bakterie S. maltophilia Easto kolonizuje pacienty s onkologickym onemocnénim a
zpasobuje jim leckdy vazné komplikace. U n€kterych pacientd byla pozorovana i
bakterémie zplsobend touto bakterii. Existuji n€jaka data, kterd by poukazovala na
vazbu bakterii k nadoru u téchto pacienti, ¢i dokonce redukci jeho velikosti?

. Na str. 60 autorka poukazuje na to, Ze intravenézni aplikace nadorovych bun¢k

nepredstavuje vhodny model pro pfirozeny zptisob metastazovani. Z jakého divodu je
pak tento model tak ¢asto pouZivany?

Prace bezpochyby spliiuje pozadavky kladené Piirodovédeckou fakultou Jihoceské univerzity
na magisterskou diplomovou praci, doporucuji ji tedy bez vahani k obhajob&. Objem
experimentalnich dat je dostate¢ny, byt by si mnohé z provedenych experimentt zaslouZily
obsahlejsi a detailnéj$i studium. Nékteré z predkladanych vysledki jsou zaloZeny jen na velmi
malych poétech experimentdlnich subjekti, bude tedy nutné v budoucnu experimenty
zopakovat s v&t§im poctem pokusnych jedinci. Velmi zajimavy vysledek byl dosaZen po
aplikaci bakterii S. maltophilia do nadoru, zde ale chybi kontrola s LPS. V Diskusi bych
uvital dikladné&j§i rozbor autor¢inych vysledki ve svétle udaji ze zahraniéni literatury.

Vzhledem k vySe uvedenym vytkam navrhuji pfedloZzenou magisterskou praci Be. Magdy
Cechové klasifikovat stupném

velmi dobre.

/@ww Zn O

RNDr. Daniel Ruzek, Ph.D.

V Ceskych Budg&jovicich 16. ledna 2011




OPONENTSKY POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI

Nazev prace: Studium moznosti ovlivnéni metastazovani pomoci proenzymoterapie
Autor préce: Bc. Magda Cechova
Oponent: Ing. Eva Pokorna, CSc.

PredloZené prace se zabyva testovanim viivu pasobeni smési proenzymud na prabéh
nadorového onemocnéni u myS$i se zamérenim predevsim na problematiku metastézovani. Cilem
préace bylo studovat moznosti ovlivriovani metastézov;éni pomoci proenzymu na melanomovém
modelu my$i C57BL/6. Dalsim cilem pak bylo orientacné zjistit moZnosti riznych metodik
vyuZivajicich pfirozené imunity pro cilenou protinddorovou lécbu. Studie probihaly zajména na
arovni in vivo, cytotoxicky test pak na bunécné in vitro trovni. Préce své cile spinila.

Diplomova prace je rozdélena do kapitol tak, jak jsme u odbornych védeckych praci zvykii.
Velmi se mi libila kapitola ,,Uvod*, ktera je opravdu dobfe a podrobné propracovéna a ze které je
patrné, Ze autorka precetla rozsahly soubor Ceské i ahglické odborné literatury a nacerpala tak
mnoho novych poznatki. Tato kapitola étenafi rovnéZ dobre vysvétli souvislosti mezi nasledujicimi
metodikami a proé a za jakym ucéelem byly pouZity. Po preéteni kapitoly Uvod jsem byla jasné
presvédCena, Ze autorka téma dobie pochopila a nasla maximum védecké odborné literatury
s informacemi o dané problematice. | ostatni kapitoly tj. ,Materidl a metody*, ,Vysledky" a ,Diskuze*
Jsou provedeny podle vSech pravidel védeckych praci. Piehled pouZité literatury je rozsahem i
kvalitou velmi dobry. Libil se mi napad pouZzit danou metodiku cytotoxického testu v kombinaci

s vyhodnocovanim pomoci pratokové cytometrie.
K praci mam nasledujici pripominky sefazené podle jejich zavaznosti:

1. Obecné k vysledkam: chybi mi u v8ech tri studii tabulky skute¢nych naméfenych
¢iselnych hodnot, protoZe z grafi mazZzeme vidét jen primérné hodnoty a mnohdy by
byly jednotlivé naméiené hodnoty pro pifedstavu ¢tenafe velmi zajimavé. Jako priklad
uvedu mySi skupiny E z pokusu ¢. 2 obr. 8, kdy by mé opravdu zajimalo, jestli
pramérny pocet metastaz u této skupiny vyrazné zvySovala jen jedna nebo dvé mysSi
nebo jestli byly v této hodnoté pozorovany metastazy u vSech 10 my3i.

2. Strana 43, kap. 4.3 vysledky — u pokusu ¢&. 3 uvadite, Ze velikosti nadort jsou
rozpracovany v praci Marsikové (v piipravé), ale konkrétné se o nich ¢tenar mnoho
nedovi. Myslim si, Ze alespori jednoduchy graf dosaZenych velikosti nadori by mél
byt uveden i zde, protoZe jediné tak by ¢tenar mél mozZnost vyhodnotit souvislosti
mezi velikosti nadort a metastazovanim, coZ je dulezité pro vyhodnoceni efektivnosti
metody lééby. Casto se stavé, Ze sice lécba zpdasobi, Ze nadory jsou ve vysledku
men$i, ale metastazy jsou Cetnéjsi a pak se neda o jeji uspésnosti hovorit, proto si
myslim, Ze pokud chceme vyhodnocovat uspésnost proenzymoterapie, musime ji
vyhodnotit komplexné.

3. Graf na str. 47 obr. 14 mi pripada trochu zavadéjici, kdyZ napr. skupina IV. mé 100%
pripadu vyskytu metastaz proto, Ze tamnéjsi jedna my$ ve skupiné méla 2 metastazy.

4. Souhlasim s odstavcem 2 str. 47 a jako pripominku uvéadim velkou skupinu kontrolni
A srovnévanou s malymi l, Il, lll a IV.



N

9.

10.

11.

12.
13.

| kdyZ beru v avahu, Ze pokus byl technicky narocny a Ze $lo pouze o orientacéni
zZjisténi, zda se mi pocet my$i ve skupiné (2) maly. Napi. vysledek lé¢by pomoci TGM
u mySi la a Ib je tak rozporupliny, Ze z néj Ize téZko udélat néjaky zavér. Rozhodné
se mi zd4, Ze vysledky téchto dvou my3i nelze primérovat.

Vysledky cytotoxického testu str. 54 a 55 mi pripadaji tak sloZité popsané, Ze je
Gtenai musi ¢ist nékolikrat a velmi obtiZné se v nich vyzna.

Str. 41 obr. 6 mi nepripada prili§ prehledny.

Str. 36 — zifejmé jen omylem chybi u skupiny A pokus 5 uvést, Ze suspenze bakterii
byla zarend, tedy mrtva.

NepouZivala bych vyraz ,na metastézy nebo na nadory zabrala lécba“, ale napr.
.1éCba méla pozitivni viiv na snizeni vyskytu metastaz*.

V citacich v ,Seznamu pouzité literatury” by mély byt vSechny udaje uvadény

jednotnym systémem (nikoli napr. jednou nazev ¢asopisu zkratkou a jindy cely

nazev).

V seznamu literatury jsou $patné datovény prace Maierové a Zivné (2008), ackoli

v textu jsou v poradku (2010), coZ nadhodné vim, protoZe jsem je obé oponovala.
Nasla jsem jen nékolik velmi drobnych chyb v textu, které byly vSechny preklepy.

Pro lep8i srozumitelnost by mi pfipadalo dobré zavést jednu stranu s vysvétlenim
vSech pouzitych zkratek, protoZe jich je v praci hodné a uvést i Gislo stranky, kde byla
Zkratka poprvé zavedena.

K praci mam nasledujici otazky:

Zaver:

1. Proc se u pokust ¢. 3, 4 a 5 zacinalo s Ié¢bou vZdy jiny den od aplikace

nédorovych bunék (11, 15 a 13ty)? Nebylo by lep3i zacit u vSech stejné (napr.

15ty), aby $lo pokusy srovnavat i mezi sebou?

Probihaly nékteré pokusy paralelné nebo v8echny jeden po druhém?

3. Sledovali jste souvislost mezi velikosti nadoru a vyskytem a poc¢tem metastaz u
Jednotlivych metodik?

4. Byla u pokusu ¢. 2 - vyskyt a ¢etnost metastaz, obr. 7 a 8 sledovana statisticka
vyznamnost?

5. Mate néjakou hypotézu, pro¢ proenzymy podavané i.p. maji negativni vliv na
vyskyt a poCet metastéaz (pokus ¢&. 3)?

6. Lécba pomoci LPS se zdéa zajimava, protoZe inhibuje rast nadora i vyskyt a poéet
metastaz. Bude se ve studiich s jejim pouZitim pokracovat?

N

| pfes vy$e uvedené drobné pripominky jsem presvédcéena, Ze predloZena prace je kvalitni
a splriuje veSkeré poZadavky kladené na diplomovou préaci. Autorka prokazala, Ze je
schopna zpracovat zadanou problematiku v teoretické i praktické roviné. Proto
jednoznacné doporucuji, aby predloZena prace byla piijata k obhajobé. Navrhuji
znamku 1.

G/ Bloana”

V Praze dne 18.1. 2011 Ing. Eva Pokorné, CSc.



