Oponentni posudek magisterské diplomové prace

Be. Petra Divoka: Histologicka analyza terapie melanomu B16-F10 pomoci

agonistu TLRs a fagocytarnich receptoru

(75 stran textu, 152 citaci, 33 obrazkd, 6 histogram, 6 tabulek v textu, 15 pfiloh)

Predlozena prace ma za cil pfispét k objasnéni ptisobeni agonistii TLR a fagocytarnich
receptorti na melanom B16-F10 s vyuzitim histologické analyzy. Toto zadéni je z védeckého
hlediska optimalni- mifi na relativné vysoké cile, vyzkum je dostate¢né prikopnicky (byt
navazuje na praci tymu Skolitele), téma je také dostate¢né atraktivni, metody dostupné a
predevsim vysledky jsou potencidlné dilezité pro medicinu v ndvaznosti na zdravi ¢lovéka.
Problematika nadort (specielné melanomil) je v souc¢asné dob¢ vic nez aktudlni, nebot jejich
vyskyt v lidské populaci stoupd i pies vyrazné pokroky moderni mediciny. Jakykoliv pokrok
v této oblasti mé pro ¢lovéka velky vyznam.

Petra Divokd nds v ivodni ¢asti komplexné a nevaham pouzit terminu mohutné (na 41
stranach) uvadi- krok za krokem- do celé problematiky. Cely tento uvod doplnila autorka
velkym poCtem prevzatych obrazkl (v poCtu 26, ¢asto slozenych ze dvou; zdroj kazdého
obrazku je fadné citovan), coz je ale podle mého nazoru u této prace- pro porozumeéni narocné
problematice- vyhodou.

Cile prace si autorka dala dosti vysoké. Jak se ale ukazuje, tak dosazitelné. Velkou
vyhodou je zde nasazeni klasickych histologickych technik, které umoznily dostatecné
vyhodnoceni slozitych experimentd.

Kapitola "Material and metodika" (k nékterym lingvistickym lahtidkam se vyjadiim
pozd¢ji) podrobné popisuje na 7 strankdch vSechny pouzité techniky (jen podrobnosti ke
statistickému zpracovani dat jsem tu nenasel) a to jak tykajici se pokusnych mysi, pfipravy
roztoku aplikovanych pfi terapii, kultivace buné¢né linie melanomu, hodnoceni nadort a
histologickych studii.

V kapitolach "Vysledky" (na 11 stranach v&etné obrazk) a ,,Diskuse* (2 strany) Petra

Divoka predklada a komentuje to, ¢eho se ji podafilo v diplomové praci dosahnout.



Uspornym jazykem piedstavuje vysledky, vyhodnocuje je a diskutuje. Vysoce hodnotim jak
experimentalni ¢ast prace tykajici se nadoru, tak histologické vyhodnoceni experimentt
(podporené dobfe vybranymi 50 originalnimi histologickymi obrazky).

V zéavérech prace Petra Divoké konstatuje, ze vysledky jeji prace potvrdily skuteCnost, ze
,,dfive pozorovana silna synergie pusobeni LPS (aktivace TLR4) a aktivace fagocytarnich
receptortl ligandy kotvenymi na nadorové buriky nachéazi na histologické urovni vysvétleni v
podob¢ rozsahlé nekrotizace nadorové masy*. Mohu konstatovat, ze se cile prace podafilo
splnit. Hodnotim také aktualnost tématu a vyznam vysledkti pro sméfovani dal§ich vyzkumi
v oboru imunoterapie nadoru.

Seznam literatury obsahuje 152 citaci (odpovidajicich mezindrodnimu standardu)
pokryvajicich aktudlni stav oboru. Prace je zakon¢ena ptilohou s obrazky.

Musim konstatovat, ze jsem v praci nenasel zavazné chyby a nedostatky, které by zdsadné
snizovaly uroven prace. Presto bych chtél upozornit na nékteré nepiesnosti a diskutabilni
skute€nosti predevsim formalniho charakteru:

- Cela prace je v Cestiné. Presto obsahuje na mnoha mistech anglické terminy, coz by mi
zase tak nevadilo, kdyby nebyly z hlediska ¢eské gramatiky nevhodné pouzity. Uvedu
jen par markantnich prikladi: ,,Barveno toluidine blue metodou®, ,,Histologicky
objasnil maligni melanom Wallace Clark a kolegové na superficial spreading type
(SSMs), lentigo malignant type, and nodular type.42“, , K této infekci je vysoce
suscesibilni®, uz zminény "Material and metodika" a dalsi.

- Obcas se zde nachazeji terminy vzniklé chybnym nebo nesikovnym piekladem jako
napiiklad ,,poprasky zbytkl jader granulocyti”, ,kulatobunéénou zanétlivou
celulizaci®, ,,nalez kulatobunécnych bunék*, ,,porovnani monoslozkovych latek atd.

- Dobré by bylo také odstranit nepfesnosti typu: ,,Nachéazeji se u mikrobt jako jsou
viry, bakterie, paraziti a plisné®.

- Skoda, Ze v pfiloze 11 je- absence kontroly; vysvétleno je nedostatkem materialu.

- Autorkou bylo navrzeno nékolik zdokonaleni pro obdobné nasledujici studie. Petra
piSe, cituji: ,,Pro nésledujici studium bych velice doporucovala pfi histologickych
studiich aplikovat imunologické znaceni infiltrovanych imunitnich bunék pfislusnymi
antigeny. Pak by jiz potfeba odborné konzultace s patologickym oddélenim nemocnice
nebyla nutnd. Pro studium z histologickych preparatti bych poté doporucila
histologickou analyzu barevnych fazi v programu QuickPhoto Micro. Tim by se toto
zpracovani velice urychlilo. Navic by se dal vcestovaly infiltrat (nabuzené bunky

imunitniho systému) pfesné kvantifikovat a pfipadné lokalizovat v ramci melanomu




(jestli se vyskytuji pouze v blizkosti cév nebo piimo atakuji ligandy fagocytarnich
receptorti znacené nadorové buriky). Takto zpracované histologické vzorky by se staly
hlavnim jasné prokazatelnym ditkazem ucinku 1é€by*. Dovolil bych si také jedno
doporuceni: K parafinovym feztim by nebylo tak tézké paralelné zalit vzorky i1 do
pryskyftic pro EM a zhotovit polotenké fezy (o tloustce 0,5 nebo 1 pm); histologicka
uroven prace by se zvysila a bylo by mozné ji doplnit i o nékteré cytologické detaily.
Navic by byly tkané pfipraveny pro pozdéjsi elektronoveé mikroskopické studie, které
logicky navazou- a nejen pro studie deskriptivni, ale i pro imunoelektronové
mikroskopické studie.

- Pro ptipadnou publikaci by bylo vhodné doplnit vysledky statistickou analyzou- zde to

neni moc zduraznéno.

Nicméné jde zde pfedevSim o formélni nedostatky, které nesnizuji vysokou uroven této
diplomové prace. Upozoriiuji na né pfedevsim pro pfipad publikovani napfiklad védecko
popularni prace. Samoziejmé doporucuji praci k opublikovani ve védeckém Casopise (nejspis

po upfesnéni nékterych partii).

Zavér

V celkovém hodnoceni piedlozené magisterské prace mohu konstatovat, ze Petra Divoka
problematiku zvladla a splnila vS§echna kritéria PfF JU na magisterskou praci. Studentka zde
prokdazala schopnost samostatné védecké prace i na obtizné tématice.

Praci Be. Petry Divoké: ,,: Histologicka analyza terapie melanomu B16-F10 pomoci
agonistii TLRs a fagocytarnich receptoru“ doporucuji pfijmout jako magisterskou

diplomovou praci.
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Nazev prace: Histologicka analyza terapie melanomu B16-F10 pomoci agonistti TLRs a fagocytarnich
receptorti

Autor prace: Bc. Petra Divoka

Oponent: Ing. Eva Pokorna, CSc.

PredloZend prace prindsi dalsi poznatky pfispivajici k objasnéni ptisobeni ligand( TLR a fagocytarnich
receptorud v 1é¢bé mysiho melanomu B16-F10. Mechanizmus téchto ucinkd byl studovan pomoci
histologickych analyz. Tyto analyzy pomohly potvrdit a vysvétlit proces rozsahlé nekrotizace
nadorové masy a tim i prokazat vysokou Gc¢innost pisobeni vyse uvedené imunoterapie.

Tato tématika je velmi aktudlni, protoZe by mohla v budoucnu pomahat v klinické 1é¢bé nadord,
kterd, jak vSichni vime, ma stale jesté své velké rezervy.

Soubor prostudované literatury je vyCerpavajici a dostatecné vyuzity v ivodu i v diskuzi. VSechny
Casti prace jsou dobfe zpracované, sefazené ve spravném poradi a spliiuji vdéechny formalni
pozadavky kladené na odbornou praci.

Kladné hodnotim napad pozorovat procesy, které se odehravaji v nadoru po podani terapeutické
latky formou histologické analyzy. Po strance odborné je tedy prace velmi zajimava a pfinosna.

K praci mam nasledujici pripominky:

1) Na str. 34, kapitola 3.5.10. neni potfeba znovu zavadét zkratky PRRs a TLR, které uz byly
zavedeny dfive na str. 25 a nékolikrat byly v textu pouZity.

2) Na str. 55 je Spatné uvedeno Cislo kapitoly, neni to kapitola 6.2, jak je uvedeno, ale 7.2.

3) Na str. 57 doslo k zaméné popisu obrazku ¢. 31.

4) Na str. 58 — popis obrdzku €. 32 — chybi popis skupiny LAM (ktery rovnéZ chybi u pfedchoziho
obrdazku), takze se vysvétleni zkratky LAM 3patné v praci hleda.

5) Na stranu 55 do kapitoly 6.2 bych pridala graf objemu nadorf, tak, jak je uveden u
predchoziho pokusu na str. 51 u kapitoly 7.1, protoZe by pfispél k lepSimu popisu a tim i
pochopeni ucinkld jednotlivych latek.

6) V priloze 2 je ¢ast popisu tabulky cesky a ¢ast anglicky. Popis by mél byt jednotny, v tomto
pfipadé Cesky, protoZe celd prace je v ¢estiné.

7) Prace obsahuje
velké mnozstvi preklepl a chyb v ¢estiné, které v jinych pracich vidy povaZzuji za drobnou
béZznou formalitu a nepfikladam jim Zadny vyznam. Tato prace jich ale obsahuje takové
mnozstvi, Ze bych rdda upozornila autorku na to, aby pristé vénovala vétsi pozornost
kontrole, protoZe po odborné strance je prace velmi péknad a zajimava a toto ji trochu kazi.

K praci mam nasledujici otazky:

1) Umite (napf. z literatury) vysvétlit mechanizmus, ktery pfi progresi nddoru spousti dilataci
cév a neovaskularizaci?




2) Jaky je rozdil v pfiloze 8 (str. 88) v obrazku LAM5 a LAM6? Popis je témér stejny, obsah a
vysledek naprosto odlisny. Neni mi jasny popis LAMS5 — melanom 72hod 24hod po terapii
0,2mM laminarinem-BAM v LPS.

3) Jaksivysvétlujete, proc je loZisko na str. 59 prokrvacené?

4) Jak by se dalo vysvétlit, proc se zménil pfi pouziti LAM pomeér infiltratu ve prospéch
neutrofil(?

5) Vdiskuzi na str. 62 popisujete, Ze , jsme prokazali pomoci histologie a pritokové cytometrie
ucinky LPS” (odstavec 4, radek 4). Kdo zde provadél pritokovou cytometrii? Mél by zde byt
uveden odkaz na autora, protoZe podle predlozené prace jste to Vy nebyla.

6) Mdzete fici vice o rozsahlych mokvajicich loZiscich v mistech ptivodniho nddoru u mysi? Mate
pro tento Ukaz vysvétleni?

7) Tato otazka sméruje k diskuzi na str. 62 ke ¢tvrtému odstavci: zabyva se podobnym zacilenim
ataku na urovni vrozené imunity v soucasné dobé jesté néjaka jina védecka skupina ve svété?

8) Muzete shrnout z vysledku Vasich kolegyn, jestli se uz podafilo uc¢inné nahradit LPS néjakou
jinou, pro ¢lovéka netoxickou latkou (jak navrhujete v zavéru diskuze)?

Jednd se o velmi zajimavou a dobrie zpracovanou diplomovou préci (az na chyby a preklepy v ¢esting).

v v v

Autorka prokazala, Ze je schopnd samostatné resit zadanou problematiku po strance teoretické i
praktické. Proto doporucuji, aby predloZena prace byla pfijata k obhajobé.
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V Praze dne 22.5.2014 Ing. Eva Pokorna, CSc.




