Oponentsky posudok na magisterski pricu Hany Marsikovej: Optimalizace

proenzymoterapie nadorovych onemocneni a studium jejiho mechanismu

Magisterské praca bakalarky Hany Mar$ikovej sa zaobera optimalizdciou enzymoterapie
na rast nadorov v zavislosti od sposobu podania a studiom w¢asti vrodenej imunity na rast
nadorov. Prva €ast prace tématicky navazuje na predchadzajuce diplomové prace Mgr.
Keiserovej a Mrg. Kalferstovej, na ktoré sa diplomantka na niekol’kych miestach opakovane
odvolava. Vysledky tejto Casti prace dopliiaju informaciu o najucinnejSom sposobe aplikacie
proenzymoterapie a su prinosom k celkovému objasneniu tejto "nestandartnej” metody liecby
nadorov. Druh4 Cast prace je orientovana na moZnosti lieby nadorov s vyuZitim naviazanych
PAMPs motivov na nadorové bunky.

Diplomova préaca o rozsahu 58 stran je ¢lenend na Literarny uvod, ktory je pomerne
rozsiahly, jeho 20 stran tvori viac ako tretinu celej prace. V niektorych ¢astiach literarneho
uvodu chybaju referencie, a tyka sa to hlavne informécii knizného charakteru. Celkovo je
viak tato Gast’ prace jasne spracovand a spifia tak svoj tgel. Kapitola Material a metody je
rozpracovana na 9 stranach. Metody, s ktorymi sa diplomantka oboznamila st popisané
pomerne podrobne a prehl’adne. Nasleduje kapitola Vysledky na 14 stran a Diskusia na 3
strany. Samozrejme sucast’ou prace su kapitoly Ciele a Stihrn. Napomocny by bol zoznam
skratiek, ktory postradam.

Z hladiska vysledkov sa da praca ¢lenit na 2 ¢asti. V prvej ¢asti diplomantka
porovnavala optimalny sposob aplikécie proenyzmoterapie. Z jej vysledov je zrejmé, Ze
najucinnejia je intraperitonedlna aplikacia proenzymoterapie. Dosiahnuté vysledky
prezentujuce dynamiku u¢innku proenzymoterapie by mohli byt lepsie popisané, aby bolo
zrejmé, &o je vynesené na osi y (str.33, 34). Cast’ vysledkov zaoberajtica sa dynamikou
proenzymoterapie z hl'adiska metabolomiky by mala byt doplnena tabul'kou s hodnotami
nameranych metabolitov, ked’Ze v texte sa uvadza, Ze vysledok experimentu poukazal na
korelaciu medzi vel'kost'ou nadorov a hladinou kyseliny mlie¢nej a kyselin zacastiiujucich sa
Citratového cyklu. Naviac, v kapitole Materidl a metddy je popisand $tatisticka metoda, ktora
bola pouzita na vyhodnotenie metabolitov z mo¢u.

Druh4 &ast’ diplomovej prace bola zamerand na test hypotézy, ktorej podstatou je
terapia nadorov, zaloZend na ozna¢eni naddorovych buniek s motivom PAMP, ¢o by nasledne
malo vyvolat infiltraciu makrofagov, ktoré budu zodpovedné za ich regresiu. U¢inok PAMPs
na nadorovych bunkéch bol testovavy in vitro a in vivo. Na uréenie cytotoxickeho G¢inku

LPS, fluorescen¢nej farby a makrofagov bola pouzita metdda prietokovej cytometrie.



Bohuzial’ nebol zaznamenany atak makrofagov na melanémové bunky s in§talovanymi
PAMP. Vysledky boli sumarizované v tabulke a prezentované histogramami. Odport¢ala by
som pouzit’ prehl'adnej$i sposob prezentacie (histogramy v zmensenej podobe, aby bolo
zrejmé, o sa s ¢im porovnava) a taktieZ percentualne vyhodnotenie udalosti jednotlivych
quadrantov by bolo Citelnejsie ako vyjadrenie absolitneho po¢tu buniek.

In vivo experimenty preukazali silny negativny efekt intratumoralne podavaného LPS na
rast nadorov. Treba podotknut’, Ze vel'mi posobiva bola kombinovana terapia LPS s
betaglukanom, pri ktorej sa rast nddorov takmer zastavil a objemovo predstavoval iba 2.5% z

vel'kosti nadorov kontrolnej skupiny.

Otazky:

1. V grafe na str.32 je porovnavana dynamika G¢inku proenzymoterapie a enyzmoterapie.
Aké bolo zloZenie zmesy pouzitej pri enzymoterapii? Tato informacia nie je nikde uvedena.
2. Ako si vysvetl'ujete, Ze absolitny pocet buniek reprezentujici Q4 zo vzorky, kde boli
merané melanémové bunky zna&ené s DiO, PI a LPS po pridani makrofagov, stipol? Co
znamend P3 vo vasich histogramoch? AKky je princip vazby DiO na bunky?

3. Pri sledovani vplyvu LPS a betaglukanu na rast nadorov ste zacali s lie€bou na 14. de.
Lie€ba naozaj posobivo zabranila rastu nadoru oproti kontrolnej skupine. Bolo by mozné
zistit’, ¢i dokaze vyvolat’ regresiu v zmysle zmen3enia nadoru? Boli vykonané nejaké testy v
tomto smere? Pripadne, uvazuje sa o kombindacii enzymoterapie a liecbou s LPS/betaglukan?
4. Bola terapia s LPS a betaglukanom testovana vo vztahu k potencialu metastazovat?

5. In vitro test nepreukazal, Ze by makrofagy mali cytotoxicky u¢inok na melanomové bunky
znadené LPS alebo FM. Pozitivny vysledok je zasadny na pochopenie mechanismu tejto

terapie. Aké su plany do budicnosti v tomto smere?

Na zaver konStatujem, ze diplomantka zvladla experimentalne naro¢ni pracu, véetne
manipulécie so zvieratami, pracu s tkanivovymi kultirami a pracu na prietokovom cytometri.
Vysledky tejto prace prinasaju cenntl informaciu o podmienkach, za akych je
proenzymoterapia pri liebe nadorov u€inné a poukazuji na zaujimavy smer v lie¢be nadorov,
s vyuzitim PAMP motivov na aktivaciu vrodenej imunity cielenej proti nddorom. Praca Hany
Marsikovej uspokojivo spifia naroky kladené na diplomovu pracu a preto ju hodnotim velmi
kladne.

Mgr. Jaroslava Lieskovska, Ph.D.

V Ceskych Bud&joviciach 19. januara 2011 W
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OPONENTSKY POSUDEK
MAGISTERSKE DIPLOMOVE PRACE

Nizev: Optimalizace proenzymoterapie nadorovych onemocnéni

a studium jejiho mechanismu

Autor: Bc. Hana Marsikova

V odborné literatufe jsou kazdoroéné prezentovany stovky ¢lankd, které se zabyvaji
onkologickou problematikou. Diky nim se rapidné rozsifuji jak naSe poznatky o pfi€inach vzniku
nadorovych onemocnéni, tak také mozZné postupy jejich 1é¢by. Pies tento neustdly progres
vyvstavaji stale nové a nové dosud nezodpovézené otazky a nadorovd onemocnéni zlstdvaji
celosvétové vaznym zdravotnim problémem. V tomto kontextu povaZzuji pfedloZenou magisterskou
diplomovou praci, ktera se zabyva onkologickou problematikou na experimentalni urovni, za velmi
aktualni a Zadouci.

Prace je ¢lenénd standardnim zpdsobem. Literarni uvod p¥indsi rozsédhlé mnoZstvi informaci
o klasifikaci nadort, o pfi¢inach jejich vzniku, o protinadorové imunité a funkci riznych cytokini
v ni, o principu proenzymové terapie a zptsobech jeji aplikace a o 1é€b¢ nadorovych onemocnéni
zalozené na stimulaci bun€k vrozené imunity pomoci PAMPs (pathogen-associated molecular
patterns). Znaény rozsah literarniho uvodu a jeho pfehledné ¢lenéni dokumentuji, Ze se autorka
v dané problematice velmi dobie orientuje. Cile prace jsou kratce a jasné definované. V Casti
,Material a metody* je v poticbném rozsahu uvedeno uspotddani provedenych pokusti a dalsi
nezbytné udaje (tedy pouzité chemikalie, pokusna zvifata, nddorové burky a laboratorni techniky).
V &asti ,,Vysledky* autorka uvadi a komentuje dosazené vysledky jednotlivych pokust. Ziskané
udaje kvantitativniho charakteru jsou zpracované prevazné formou piehlednych graft.
V nasledujici kratké diskusni ¢asti jsou prezentované vysledky davany do souvislosti se sou¢asnymi
poznatky a jsou kriticky hodnoceny uspéchy ¢i netispéchy provedenych pokust. V ,,Souhrnu“ jsou
v Sesti bodech uvedené hlavni pfinosy predloZzené diplomové prace. Nakonec je uveden seznam

pouzitych literarnich pramentl.
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K posuzované diplomové praci mam nasledujici komentare:

1. Obecné pFipominky:

Diplomova prace mi pfipadd pon€kud nesouroda. To, co ji poji dohromady, je snaha o terapii
nadorti u mys$iho modelu s inokulovanym melanomem. Prvni ¢ast prace se zabyva problematikou
proenzymoterapie ve vztahu k ristu melanomti. V druhé ¢asti pak autorka sméruje experimentalni
usili na indukci protinddorové reakce na urovni vrozené imunity pomoci PAMPs (pf.
lipopolysacharid, B-glukanu, Zymosanu A), které¢ se vaZi na nadorové buiiky.

Diplomova prace pfindsi zajimavé vysledky, které ukazuji, Ze nékteré pouzité zpisoby oSetfeni
mys$i s melanomem B16-F10 mohou inhibovat rist nadorti (pfedev§im kombinace LPS a f3-
glukanu) v porovnani s kontrolni neodetfenou skupinou zvitat. Zadny ze sledovanych postupt viak
nevedl k Gplnému vymizeni nadori. Za vyrazny nedostatek price povazuji skutecnost, Ze u
pokusu s proenzymoterapii nadori byla jedinym sledovanym parametrem velikost resp.
objem nadoru. (Autorka sice v kapitole 4.4. jesté slovné zmitiuje urcité vysledky z GC/MS analyzy
mo¢i z jednoho experimentu, ale bez jakychkoliv konkrétnich idajit). Pro¢ napt. nebyl kromé ristu
nadort sledovén alesponi vliv pouZitych terapii také na rozsah metastaz, kdyz je v literarnim tvodu
zminéno (str. 11, Novék and Trnka 2005), Ze praveé pouZité mysi melanomové buriky B16-F10 maji
vysokou schopnost metastazovat do plic? Pokud tedy nebude jasn€ prokazano né¢kterymi b&€znymi
laboratornimi technikami (napf. imunohistochemie, histologie, ELISA, pritokova cytometrie), jak
aplikace testovanych latek ovliviiuje strukturu nadord a trovenl destrukce nadorovych bunék, jak se
meéni cytokinové prostiedi v nadorech a zda dochéazi ke zméndm v zastoupeni riznych subpopulaci
imunokompetentnich bun€k, pak budou tyto postupy pfedstavovat pouze zajimavou modulaci ristu
nadorq, ale nic vic.

Za pozitivum pifedlozené prace povazuji rozsifeni experimentélnich terapii naddort na sledovani
u¢inku riznych PAMPs, které mohou aktivovat buiiky vrozené imunity. Znaénym piinosem této
casti prace je také zavedeni a optimalizace fluorescenéniho cytotoxického testu (namisto
konvenéniho testu s radioaktivnim chromem *'Cr). Tento test pfedstavuje pro analyzu G&ink terapii
jeden z vhodnych nastroji, kterych jsem se dozadoval v pfedchozim textu.

2. Specifické pripominky a dotazy

Str. 2 Jaké ¢asti populace se tykaji udaje o incidenci melanomi a mortalité, z jakého zdroje jsou
uvedené udaje citované?

Str. 6 (5.odst) —,, Maji nadorovy antigen na genu MART-1/Meland, ..... "
Spatna formulace — nadorovy antigen MART-1/Melan A je kédovany genem Martl.

Str. 7 (1.0dst.) —,, Diferenciaci granulocytii vznika eosinofilni, neutrofilni a bazofilni vétev*.
Spatna formulace — diferenciaci granulocyti uz nic nevznika, jsou to finalni, plné¢ diferencované
bunék. Rizné ,,vétve* granulocytll vznikaji diferenciaci myeloidni progenitorové buiiky.

Str. 8 (1.odst.) - ,,Dendritické buriky mohou byt aktivovdany mikroorganismy, virovymi partikulemi,
ale také molekulovymi vzory apoptickych bunék.

Pro uptesnéni: Jak prokazuje fada praci prof. Pramod Srivastavy (University of Connecticut Health
Center, Farmington, USA) a jeho nasledovnik®, dendritické buiiky mohou byt aktivované daleko
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u¢innéji nekrotickymi burikami resp. komplexy proteind teplotniho Soku s navdzanymi nadorové
specifickymi peptidy, které se uvoliuji z nekrotickych bun¢k do extracelularnich prostort. Tyto
nalezy vedly k vyvoji komeréné dostupné vakciny Oncophage (fy Antigenics, MA, USA), ktera je
pfipravovana z autologni naddorové tkan¢ pacienta.

Str. 22 (posledni odstavec) — doporufoval bych uvést koncentrace jednotlivych doplikid
kultivaéniho média (glutaminu, merkaptoethanolu, antibiotik).

Str. 23 (l.odst.) - ,, Kontrola Zivotnosti...“ — termin Zivotnost se vztahuje k technické oblasti (pi.
Zivotnost pfistroji); zde by bylo spravnéji ,,Kontrola viability...“ , coZ je b&Zn€ uzivany termin pfi
studiich in vitro)

Str. 23 a 23 - ve vzorcich by mélo byt znaménko ,,* “ nahrazeno znaménkem pro nasobeni ,, x
Yy

Str. 24 (1.odst.) — Autorka uvadi, Ze melanomové buitky B16-F10 byly aplikované v médiu RPMI
1640 bez séra. Nemize samotné kultivaéni médium vyvolat néjakou lokalni reakci, nebylo by
vhodnéjsi pouzivat pfi resuspendovani bunék pied aplikaci fyziologicky roztok nebo PBS?

Str. 34 — Je konstatovano, Ze po proenzymoterapii byly prokazédny zmeény v hladin€ nékterych
metabolitl a korelace mezi velikosti nadorti a koncentraci metabolitd. Pro¢ zde nejsou uvedené
né¢jaké konkrétni vysledky?

Str. 35-40 — Kapitola 4.5 popisujici vysledky prutokové cytometrie pii optimalizaci cytotoxického
testu a terapii nadorti pomoci PAMPs (LPS a FM) je psdana z mého pohledu méné srozumitelné.
- Trochu mé ptekvapuje, Ze pii optimalizaci cytotoxického testu zilstdva patrn€¢ Cast
melanomovych (cilovych) bun€k po aplikaci DiO neoznatena (obr.6-kvadrant Q3). Je
skute¢né navrzené snizeni DiO (oproti doporucené koncentraci vyrobcem) dostate¢né na
oznaceni v§ech cilovych bun¢k?
- Pti porovnani Tab. III a Tab.IV jsou u jednotlivych kategorii bun€k (T, TD, M, TDM)
v nékterych kvadrantech zna¢né rozdily, ptestoZe by si tyto ¢asti tabulek mély odpovidat. Co
je toho pficinou?
- Grafy na obr.10-19 nepfedstavuji histogramy, jak se opakovan¢ zmituje v textu, ale jedna
se 0 znazornéni ve forme bodového grafu (dot plot). Co v grafech predstavuje gate P3?

Str. 37 - Autorka uvadi, Ze ,,U lypopolysacharidu se predpokldidalo, Ze se integruje do membran
melanomovych bunék™ a ze FM ,, ...se diky kladnému ndboji lysini vdze kzdporné nabitému
povrchu ndadorovych bunék™. Z dosaZenych neuspokojivych vysledkd uzavira, Ze se nepodatilo
prokazat atak makrofagli na melanomové buiiky s navdzanymi PAMPs (str. 40). Neni vysledny
neuspéch dany tim, Ze k pfedpokladané vazb¢ LPS a FM na melanomové buiiky z néjakych diivoda
vibec nedo$lo? Nebylo by moZzné prokazat (napt imunocytochemicky s pouzitim LPS ozna¢enych
n¢jakym fluorochromem), zda k vazbé skute¢n¢ dochazi a v jakém rozsahu?

Str. 41 (2.0dst.) — Opakované se zde (i na dalSich mistech) uvadi, Ze terapie sniZovaly nebo
zpomalovaly proliferaci nadorti. Tato formulace je nepfesnd — proliferaci mohou vykazovat
nadorové buiiky, ale ne nadory. Navic autorka Zadny test na proliferaci neprovadéla, takze je mozné
ziskané vysledky interpretovat pouze jako pomalejsi zvétSovani objemu nddor. Ten sice miiZe
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odraZzet zménu proliferace nddorovych bun¢k, ale muze byt také zplsobeny napf. zvySenou
destrukci nadorovych bunék vlivem aplikované latky.

Str. 43 (2.0dst.) — Je konstatovano, Ze ,,Sonikovany volny Zymosan A mél na lécbu pouze minimalni
vliv, pomérné brzy prestal byt uc¢inny”. Domnivam se, Ze autorka by méla pfistupovat k dosaZzenym
vysledkim (zde i na jinych mistech prace) vice kriticky. Na zaklad¢ grafu na Obr. 22 l1ze (s ohledem
na smérodatné odchylky) konstatovat, Ze Zymosan A nem¢l efekt na objem nadora Zadny.

Str. 45 (4.odst.) - Autorka uvadi, Ze ,,Bylo ziskdno180 000 udaju a v soucasné dobé stdle probihd
Jjejich zpracovani.“ a déle (odst. 5) ,,VéFime, Ze zpracovani vysledki analyz, které zdaleka neni
ukonceno, pFinese jesté dalsi poznatky ... “. Zmin€ny rozsah prace je jist€ uctihodny. Domnivam se
ale, Ze pokud uvedené analyzy byly pfedmétem pfedloZené prace, mély byt provedené tak, aby byly
véas ukoncené a jejich vysledky do prace zahrnuté.

Str. 49-58 - V Seznamu pouZité literatury je nutné pouzZivat jednotny zplsob citace odborny
Casopisti. Zde jsou nékde jsou pouzity plné nazvy, nékde zkratky casopisu (s teCkou ve zkratkdch
nebo bez ni), nékde navic za ro¢nikem €asopisu v zavorce jesté Cislo Casopisu.

Doporucoval bych rovnéz vyvarovat se slangovych laboratornich vyrazii nebo pocestélych
anglickych termint (napt. str. 23, l.odst. — ,,Médium z falkonek ...*; str. 35 a jinde ,,targetové
buriky* 1ze nahradit ¢eskym ekvivalentem ,,cilové buiiky*).

ZAVER:

Pies vSechny vyse uvedené pfipominky piedlozend diplomova prace nesporné spliiuje
podminky, které jsou na takovyto typ prace kladené. Autorka prokédzala velmi dobrou schopnost
zpracovat rozsahly soubor odborné literatury, realizovala naro¢né pokusy na zvitatech, prakticky
zvladla fadu laboratornich technik a pfehledné zpracovala a interpretovala rozsahly soubor

ziskanych vysledki.

Doporuéuji proto prijmout diplomovou praci Bc. Hany MarSikové k obhajobé a po aspéSném

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

AL

V Lib&chové 19. 1. 2011 RNDr. Vratislav Horak, CSc.




