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Tato prace méla za cil optimalizovat pouZiti mandézy kotvené na nadorové buriky my$iho
melanomu B16-F10 a tak oznacit tyto buriky slozkam imunitniho systému jako buriky uréené
k likvidaci. ProtoZe se jednéa o dosud nepfili§ pouZivany pristup, bylo tieba zkouset ruzné kombinace
s dal$imi latkami a zpusoby kotveni. K tomu prispély ctyri dilci studie, které prace obsahuje. V paté
dil¢i studii pak autorka navazuje na empirické sledovani ristu nadoru pomoci metodiky analyzy
Jjednotlivych bunéénych sloZek pritomnych v nadoru pritokovou cytometrii. Hlavnim cilem prace
tedy bylo najit nejvhodnéjsi zptisob, jak pomoci imunoterapie brzdit nebo dokonce zastavit rist
nadoru.

Magisterské préace ma clenéni typické pro odbornou védeckou préaci. Stejné jako u
bakalarské prace této autorky, kterou jsem také oponovala, musim vyzdvihnout velmi dobre
zpracovany ,,Uvod", ktery je napsany srozumitelné, jasné, dostateéné podrobné a velmi dobre se
cte. Tato kapitola Ctenafi rovnéZ dobre vysvétli souvislosti mezi nasledujicimi metodikami a proc a
za jakym ucelem byly provadény. Ke kapitole Uvod nemam v podstaté 74dné ani drobné
pripominky. Dal$i kapitoly tj. ,Material a metody”, ,Vysledky“ a ,Diskuze“ jsou provedeny podle
v8ech pravidel védeckych praci. Prehled pouZité literatury je rozsahem i kvalitou velmi dobry.

K praci mam nasledujici pripominky fazené podle zavazZnosti od vice k méné dulezitym:

1. | kdyZ znam pri¢inu, pro¢ tomu tak bylo, musim pripomenout, Ze pocet zvirat
v pokusné skupiné 5 nebo 6ks je maly a pro duvéryhodné statistické vyhodnoceni
nedostatecny.

2. Na obrazku ¢. 10 na str. 44 je modre znazornén pocet mysi po aplikaci LPS, u
kterych se objevily plicni metastazy. Neni mi jasné a nikde neni v praci popsano, jak
se mohlo stét, Ze pravé 1,2 my8i mély plicni metastazy. Jinymi slovy, jak mize, pokud
vychazime z celkového poctu mysi 6 ve skupiné, jak je uvedeno v Metodikach, mit
20% my3i metastazy.

3. Myslim, Ze studie by mély byt pro vy$$i vérohodnost doplnény uZitim stejnych
kombinaci imunoterapeutickych metodik jesté u jinych typl nadort, napr. u mysiho
karcinomu mlécné Zlazy, nebo i lidskych nadorovych bunéénych linii.

4. Obecné se mi nezda upiné nejprehlednéjsi spojeni kiivek doby prezivani do jednoho
grafu, protoZe napr. na str. 48, obr. 14 se v8echny barvy asto prekryvaji, program je
nedokazZe ukazat vedle sebe a tak je vzdy vidét jen jedna. Ostatni muZeme jen tusit a
velmi téZko se v nich orientuje. Je to tak u vSech grafa sledujicich dobu preZiti v préaci,




ale vy$e zminény se mi nepodafilo desifrovat vibec, protoZe jsem nepoznala, kudy
vede Gervena kiivka znazorriujici kombinaci manan-SMCC/R.

5. V kapitole Diskuze na str. 61 v odstavci, ktery zacina ,Dosavadni vysledky... na 5.
radku je véta ,Také jsme se ... aZ po zavér odstavce ... toxicka (Glaserova, 2012).
Jedné se jen o drobnou piipominku z mé strany. Tato jedina ¢ast z celého textu se mi
nezda uplné srozumitelné formulovana.

K praci mam nasledujici otazky:

1. Ke kapitole 3.10.4. — Pro¢ nebyla testovana také skupina manan-BAM in flagelin
+ beta glukan? Myslite, Ze by to mohlo pfinést néjakou dal$i zajimavou informaci?
Pro¢ nebyl beta glukan podavan rovnéz i.t., ale perorainé? MaZete mi, prosim,
vice vysvétlit, proé jste pouZili pravé beta glukan jako dopinék ke kombinaci
manan-BAM in LPS.

2. Ke kapitole 4.1 — Vlysvétlete prosim vice, pro¢ je mozné, Ze pusobi samotné LPS
nebo samostatnéd manéza lépe neZ jejich kombinace? Pro¢ tedy pro terapii neni
vyhodnéji pouzit samostatné LPS (u mysi), kdyZ jeho pouZiti vykazuje nejlepsi
vysledky?

3. Nepodafilo se mi pfesné pochopit rozdily mezi pulzni a nepulzni terapii. Mohla
byste je, prosim, stru¢né a jasné shrnout?

4. Jak probihal princip navazani jednotlivych latek v danych kombinacich? Méli jste
néjakou kontrolu, Ze opravdu k jejich navazani do$lo nebo se jednalo o smichani
roztokd?

5. MaZete podrobnéji pohovoiit o zavérech pritokové cytometrie, neZ bylo popsano
v diskuzi? Napf. jestli vysledky pfinesly néjaké odli$nosti od béZné imunitni
reakce a jestli po aplikaci imunoterapie doslo oproti ocekéavani k navyseni
nékterych bunécnych frakci?

6. Proé jste alespori v jedné diléi studii nezkusili zacit terapii u zvirat s jiz
pokrodilejsim stadiem onemocnéni, tak aby to simulovalo vice situaci, ktera je
v soucasné mediciné jesté nezvladnuta.

7. Planujete v ovéfovani nékterych hypotéz vyplyvajicich z vysledkd, uvedenych
v diskuzi, v budoucnu pokracovat nebo touto praci danou problematiku uzavrete?

Pochvala:

Za dobre zvladnuté pochopeni nelehké metodiky prutokové cytometrie a hlavné
vyhodnocovani vysledkd z ni plynoucich.

Za velmi dobre zpracovany Uvod.

Préace je napsana velmi hezkou a srozumitelnou ¢estinou, coZ nebyva zvykem. Ctenér se
nemusi nikde ani jednou zastavit a Gist vétu dvakrat i tiikrat, neZ ji pochopi. To bych chtéla
vyzdvihnout, protoZe je to dle mého nazoru zakladem profesionalniho psani nejen odbornych
praci. (nékolik hrubych chyb napf. str. 5 — véemy typy, nebo str. 28 — vypliva, nebo str. 29 —
vykazovali , povaZuji za preklepy).

Zaver:

Jednalo se zatim o nejlepsi préaci, jakou jsem méla u vés moznost oponovat, proto
jednoznaéné doporuéuji, aby byla prijata k obhajobé. Préce i pfes vySe uvedené drobné




pripominky splriuje veskeré poZadavky kladené na magisterskou praci a odrazi velky pokrok
ve zpracovani tématu, ktery autorka udélala od doby obhajoby bakalaiské prace. Autorka

prokazala, Ze je schopna samostatné zpracovat zadanou problematiku v teoretické i
praktické roviné. ;
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V Praze dne 21.1.2013 Ing. Eva Pokorna, CSc.




Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Veroniky Maierové
»Protinidorova imunoterapie zaloZena na instalaci manézy na povrch nadorovych bunék*

Veronika Maierova piedlozila diplomovou praci feSici problematiku 1é€by mysiho
melanomu pomoci intratumoralni aplikace riznych derivatd manoézy. Tyto molekuly maji slouzit
jako agonisté fagocytarnich receptord a spolu svybranymi TLR ligandy maji aktivovat
protinddorovou imunitu in situ. Autorka se snaZila najit optimalni kombinaci chemické upravy
manézy a Casového schématu 1éEby tak, aby u mysi s rozvinutym melanomem do$lo k vymizeni
priméarniho nadoru, zabranéni metastdz a vyznamného prodlouZeni doby pfeziti. Prace je soudasti
Sirdtho vyzkumu terapie nadort, ktery pod vedenim Dr. Zenky probihd uz nékolik let. Uzavira
n€které otdzky feSené v predchozich diplomovych pracich a zaroveti otevira dal$i kapitoly
vyzkumu.

Prace je psédna dobrou &eStinou s unosnym mnoZstvim pteklepi a gramatickych chyb, na
tomto mist€ zminim jen ty, které se vyskytuji opakované:

a) MHC I/II se piSe bez tecky
b) misto slova ,,pfedpokus* doporuéuji uzivat spi§ termin ,,pilotni pokus/experiment®

c) pravidla Ceského pravopisu vyzaduji sklofiovéani, event. pfechylovani cizich jmen
a pfijmeni. Je tfeba tedy psat napf. ,,aminace metodou dle Trosantuccia/ové

d) pravidla psani ¢arek, zejména pted ,ktery*, ,,a to* atd.

Literarni uvod do problematiky je velmi ob$irny a &itd 28 stran textu. Dluzno dodat, Ze
zejména vzhledem k délce diskuze je takto podrobny tvod spiSe na 3kodu, prace pak pusobi
nevyvazené. Pfitom k jadru Vaseho projektu, tj. imunoterapii nadorti, se dostavate aZ na str. 22. Cile
prace jsou dobfe formulované, metodika pe¢livé zpracovana a vysledkova &ast pomémé piehledna.
Naopak diskuzi na necelych 3 strankach povaZuji za ponékud uspornou a byvalo by stdlo za to
vé€novat ji vice pozornosti (na ukor uvodu). Praci zakonluje seznam literatury &itajici slusnych 87
pramentl.

Tolik k formalni strance. Na autorku mam nasledujici dotazy a faktické pfipominky:

i str. 24: Uved'te ptiklad tumor-specifického antigenu, ktery vznikl jako vedlej$i produkt
genomické nestability nddorovych bunék.

2. str. 25: Tvrzeni ,,Vytvéafeji se nadorové vakciny a zkou$i se adoptivni imunoterapie
geneticky modifikovanymi T lymfocyty* doloZte citaci piivodnich publikaci.

3 str. 25: Nesouhlasim s tvrzenim, Ze existuji pouze 2 fenotypy Th lymfocyti. Uved'te prosim
toto na pravou miru. Jsou zndmy asociace dal§ich subtypti Th bunék s nadory?

4, str. 38: Vysvétlete prosim vétu ,,...bylo provedeno srovnani s negativni kontrolou, a to pro
kazdy vzorek nadoru, aby byla vylouena moZnost nespecifického navazani MoAbs na
povrch buné€k.“ Co slouzilo jako negativni kontrola?

5 str. 43, Obr. 8: Jak si vysvétlujete klesajici trend teploty my$i pozorovany ve vsech
skupinach mys$i v¢etné kontrol?

6. V pokusu popsaném v kapitole 4.4 jste dosdhla velmi vyrazného u¢inku po Sesti davkach
manan-BAM. V pokusu pro fenotypizaci pomoci FACC vsak byla aplikovdna pouze 1




davka v ¢ase 0 h. Pro¢ nebyly vzhledem k designu pokusu aplikovéany alespoti 3 terapeutické
davky v €asech 0-1-2 h?

& Ve skupiné 1é€ené LPS 48 h po aplikaci jste naméfila cca 20 tis. CD3+ pozitivnich bungk, tj.
T lymfocytt na 1 mm® nadorové tkang. Z toho je cca 4900 CD4+ bun€k a 1400 CD8+
bunék. Co piedstavuje zbylych vice jak 13 tis. dvojit¢ negativnich (CD4-CD8-) T
lymfocytt?

8. str. 62: Domnivam se, Zze builky nesouci CD4 glykoprotein nemusi byt nutné jenom
pomocné T lymfocyty. Které dal$i buriky mohou nést tento znak? Jak jste dosla k zavéru, Ze
Tc lymfocyti bylo dvakrat méné nez Th lymfocytt?

Celkovy dojem: Pies uvedené nedostatky a pfipominky povazuji pfedloZenou magisterskou
diplomovou praci Veroniky Maierové za celkem zdafilou a pln& vyhovujici poZzadavkim
Pfirodovédecké fakulty JihoCeské univerzity a doporuéuji ji proto k obhajobé.
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V Ceskych Budégjovicich 15. ledna 2013 lﬂﬂ,. 7{/‘( Kb
RNDr. Helena Langhansové, Ph.D.




