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Imunoterapie nadorovych onemocnéni ptedstavuje v souCasné dobé diky cilenému
pusobeni bun€k imunitniho systému na nadorové buriky velmi nad€jny smér pro onkologické
pacienty. Obvykle je experimentalné sledovana nebo jiz i klinicky vyuZzivana aktivace rtiznych
typlt bun€k specifické imunity. Nové experimentalni studie, které by pfinesly dalsi informace
aplikovatelné v imunoterapeutické oblasti, jsou velmi zadouci. Pfedlozena diplomové prace se
zabyvéa zajimavou moznosti imunoterapie nadorti cilenym ozna¢enim nadorovych bun€k pomoci
f-MLF motivli, které jsou rozpoznany membranovymi formyl peptidovymi receptory bunck
nespecifické imunity, coz vede nasledné k jejich aktivaci a reakci proti nddorovym burikdm.
V kontextu se vySe zminénym trendem povazuji ptedloZzenou magisterskou diplomovou préci za
velmi aktudlni a zajimavou.

Prace ma klasické ¢lenéni. Uvodni literarni ptehled, ktery predstavuje zhruba tietinu celé
prace, pfinasi podrobné informace o nadorové problematice, o vztahu bunék imunitniho systému
k nddorovym bunkdm a predevs§im o otdzkach imunoterapie nadord v souvislosti s bunikami
nespecifické imunity. Pfehledné uspofadani a znaény rozsah této ¢asti prace jasné doklada velmi
dobrou orientaci autorky ve studované problematice. Cile prace jsou krétce, jasné a srozumitelné
definované. Nasledujici ¢ast prace uvadi pouzity material, pfipravu obou mysich nadorovych
modell a rliznych terapeutickych latek a podrobné popisuje provedeni jednotlivych pokusti.
Dosazené vysledky vSech sedmi realizovanych pokusi a analyz jsou prezentované obvykle
formou sloupcovych grafli (s vyznafenim smérodatné odchylky a statistické prikaznosti), které
jsou doplnéné jejich kratkym vysvétlenim. V diskusi autorka probira podrobnéji vysledky
pokusti a dava je do souvislosti s publikovanymi literarnimi tdaji. V nésledujici ¢asti jsou
v rozsahu jedné strany shrnuty a jasné formulovany hlavni zavéry z jednotlivych pokust. Na
konci diplomové prace je uvedena pouzitd odborna literatura, ktera je citovana obvyklym

zpusobem.
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K posuzované diplomové priaci mam nésleduijici pfipominky a dotazy:

1.

Pouziti zkratky ,FPR“ (formyl peptidové receptory) nasledované vyrazem ,receptori”
v ndzvu prace je ponékud nesmyslné. Pokud je to mozné, doporucoval bych vyhnout se
pouzivani zkratek v nazvu.

Literarni prehled se dikladné zabyva rGznymi (celkem znamymi) aspekty nadorové
problematiky a moZnostmi imunoterapie zaloZzenymi na specifické a prfedevsim nespecifické
imunité (PAMPs, PRRs, FPRs). Nikde jsem ale nenaSel vysvétleny principy, ze kterych
predloZend prace vychazi (napf. z jakého divodu byly vybrany testované latky, jak se lisi
jejich vazba na FPRs resp. jak odli3né maji fungovat rGzné pfipravené terapeutické latky, jak
se lisi kotveni f-MLF pomoci BAM nebo DOPE na nadorové buriky a jaky to ma mit vliv na
rast nadort apod.).

Co je to za zkratky STE a f-MLFGgK a za lé&ebnou latku f-MLF-(G)5-(K)10-STE? Tyto zkratky
ani pFiprava latky nejsou na odpovidajicich str. 22-23 a str. 26 (ani nikde jinde) vysvétlené.

Str. 24: Jsou skuteén@ burky sarkomové linie S-180 neadherentni? Osobné s témito
burikami nemdam Zadnou zkusenost, ale podle udaju spoleénosti ATCC i ECACC, které tyto
buriky distribuuji, se ma jednat o adherentni buriky.

Str. 26: Na zakladé jakych protokoll byla provedena pfiprava jednotlivych terapeutickych
latek?

Str. 26: Kam a v jaké davce byl aplikovdan 50 mM roztok TCEP v PBS? Je skutecné aplikace
tohoto redukéniho ¢inidla 1 hod. pfed injekci f-MLF KK-SMMC dostate¢nou zarukou toho, Ze
dojde k vazbé terapeutické latky na vSechny nadorové buriky?

Str. 27-30: Na zakladé éeho byly zvolené davky jednotlivych terapeutickych latek a ¢asovy
harmonogram jejich aplikace?

Pro¢ byla pro |é€bu sarkomu poufZita latka f-MLF-(G)5-(K)10-STE a pro lé¢bu melanomu latka
f-MLF KK-SMMC?

Str. 39 a 41 — Pokus 5.2:
a. Tab. V. uvadi aplikaéni rezim latky f-MLF KK-SMMC + LPS pfi |écbé& melanomu u
skupiny 1l. do 14. dne terapie. ZObr. 7 je ale patrné, Ze nékterd pokusna zvifata
z této skupiny pfezivala jesté po 30. - 40. dnu terapie. Znamena to, Ze se u téchto
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10.

zvifat nador po 14. dnu terapie jiZ znovu neobjevil a tak nebylo nutné lé¢ebnou latku
aplikovat? Co pak bylo pfi¢inou Ghynu téchto jedincG?

b. Aplikaéni schéma bylo u kazdého z péti pokusnych zvifat zcela jiné v zavislosti na
vymizeni a znovu objeveni nadoru. Jak se da takovato vyraznd individudlni dynamika
v chovéni nadoru vysvétlit, kdyZ se jedna o mysi inbredni linie? Co se délo
s nadorovymi burikami, jak unikaly G¢inku lécebné latky resp. aktivovanym
imunitnim burikdm, aby pak byly schopné opakované dat vznik rostoucimu nadoru?

Str. 49 — Pokus 5.6:

a. Pro¢ byla vtomto pokusu pfi sledovani pfitomnosti jednotlivych subpopulaci
lymfocytd v melanomu pratokovou cytometrii pouZita zase jind latka (f-MLF-BAM),
neZ kterd byla jiZ Gspésné testovana v nékterém z pfedchozich pokust (napf. f-MLF
KK-BAM v kombinaci s LPS v pokusu 5.4)?

b. Jak lze vysvétlit zmény v poétu riznych subpopulacich lymfocytG u skupiny Il, které
byla aplikovdana samotna latka f-MLF-BAM, kdyZ aplikace f-MLF motivi md vést
k aktivaci bunék nespecifické imunity?

11.Str. 53 - Pokus 5.7: Pro¢ byl vtomto pokusu pouZit jako ligand f-MLF-DOPE, kdeZto

12:

v pfedchozim pokusu 5.6, na ktery by tento mél logicky navazovat, byla pouzita latka f-MLF-
BAM?

Str. 58: Kdy? je preZiti jedné kontrolni mysi v pokusu 5.1. interpretovéno jako spontanni
regrese nadoru v disledku unikdtni mutace, nemUZe se na prezZivani nékterych jedincl
z pokusnych skupin (nebo na ¢&asteéné redukci nadoru) uplatnit také tento fenomén?
Uvedena skuteénost ukazuje na nutnost uZivani vyrazné vétsiho poctu zvifat v jednotlivych
skupindch, neZ bylo pouzito v predlozené praci.

13. Jak je mozZné vysvétlit, Ze se vyrazny efekt riznych testovanych latek v kombinaci s LPS (coZ

14.

vedlo k supresi rastu nadort nebo k jejich uplnému vymizeni) nijak pozitivné neprojevil na
délce prezivani pokusnych zvirat?

V praci je fada drobnéjsi nepfesnosti (napf. str.20 — £.12-13: ... uvolnéni granulocyti
z neutrofyld ...“ - ma byt: ... uvolnéni granuli z neutrofilG...) nebo preklept (str. 8 = TAA: F.5 -
.. PSA je serinova protéza..” — ma byt protedza — zpUsobeno automatickou opravou), které
zadnym zplUsobem nesnizuji kvalitu predloZené prace.
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ZAVER:

Magisterska diplomova prace Bc. Veroniky Caisové predstavuje poctem realizovanych
pokust znacné rozsahly objem experimentalni prace, kterd pfinesla spektrum informaci o
ucinku fady testovanych f-MLF, jejich kombinaci s LPS, MPL nebo proenzymoterapii a riznym
zpUsobem jejich kotveni (BAM, DOPE) na nadorovych burikach. Takovéto rozsahlé monitorovani
bych povazoval za pfinosné v pfipadé, Ze by byly jednotlivé pokusy délané na dostatecné
velkych souborech pokusnych zvifat. V pfedlozené diplomové praci toto usili naopak povazuji za
jeji hlavni nedostatek. Skupiny pokusnych zvifat se rozpadly na velmi malé soubory tvofené
pouze 3-5 jedinci! PrestoZe se pfi testovani rozdild mezi skupinami v nékterych pripadech
podafilo dosdhnout statistické prikaznosti, ¢asto byly rozdily neprikazné diky vyrazné
individualni variabilité v odpovédi na jednotlivé testované latky (viz velké smérodatné odchylky)
a malému poctu jedinct ve skupindch. Pfi pohledu na dosazené vysledky - napf. na obrazky
dokumentujici preZiti zvifat nebo vyskyt metastaz - sice upoutaji pozornost rozdily mezi
skupinami. KdyzZ si ale pfedstavim, Ze 20% je jedno jediné zvife, tak je priikaznost rozdilG znacné
zavadéjici a validita dosazenych vysledkd jen velmi nizka.

Za daldi vyrazny nedostatek prace povazuji metody pouZité pro sledovani Gcinku
testovanych latek na nadory. Zatimco na jedné strané je aktivace bunék nespecifické imunity
pomoci f-MLF motivi ukotvenych na nadorové buriky zna¢né sofistikovanym pfistupem, je na
druhé strané monitorovani vysledného efektu zaloZené prevainé na sledovani zmény velikosti
nadorG a na prezivani pokusnych zvifat znaéné archaické. Domnivam se, Ze v soucasné dobé
existuje pfinejmensim cela fada jednoduchych histologickych a imunohistochemickych postupd,
které by mohly na bunécné Grovni objasnit, co se vnadorech déje. SniZeni poctu rGznych
testovanych latek, zvySeni poctu pokusnych zvifat ve skupinach a vyuZiti dalSich analyz nadort
by bylo jisté pfinosné a pfispélo by k lepsi publikovatelnosti dosazenych vysledk( v odbornych
Casopisech.

Pfes vySe uvedené vyhrady a pfipominky se domnivam, Ze predloZena diplomova prace
splfiiuje vSechny podminky, které jsou na ni zdkonem kladené. Autorka prokazala schopnost
samostatné experimentdlni prace, interpretace dosazenych vysledkl a jejich zaclenéni do
kontextu soucasnych poznatkd.

Diplomovou praci Bc. Veroniky Caisové doporucuji prijmout k obhajobé a po
Uspésném obhajeni udélit autorce akademicky titul ,,magistr (ve zkratce Mgr.).

V Libéchové 20. 1. 2014 RNDr. Vratislav Horak, CSc.




Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Veroniky Caisové
»Pouziti agonistii FPR receptori pro terapii nidorovych onemocnéni*
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nadord u mysi pomoci fizené aktivace formylpeptidovych receptori piimo v nadoru.
Vysledkem stimulace té€chto receptorti ma byt aktivace nespecifické imunitni odpovédi in situ
namifené proti naddorovym burikdm. Autorka k tématu pfistupuje z mnoha riznych uhli:
srovnava chovani melanomu a sarkomu, ligand f-MLF aplikuje v rtiznych forméch,
kombinacich s TLR-4 agonisty a v riznych terapeutickych schématech a dopliiuje o
fenotypovou analyzu nadorového infiltratu. V zavéru prace dojde i na in vitro cytotoxicky test
zaloZeny na schopnosti aktivovanych makrofagi linie PMJ2-R zabijet melanomové buiiky. Je
zfejmé, ze prace je soulasti rozsahlého projektu Skolitele a Ze je tieba nékteré otazky tzv.
,~dofesit”, na druhou stranu by puisobilo 1épe, kdyby prace jedné studentky fesila méné otazek,
zato v3ak vice do hloubky.

Po formalni strance je prace dosti zdafil4, s minimem pfeklepti a tnosnym mnoZstvim
gramatickych chyb, znichz zde zminim jen ty, které asi nejsou ndhodné: sialylace a
katalyzovat se piSe s y; v ¢eském textu piSeme fosfolipaza, nikoliv phospholipaza; zkratka PI
znamena propidium iodid, ne proprium. Déle se v textu vyskytlo n&kolik pozistatki prekladu
z angli¢tiny, napf. je spravnéjsi psat odoln&jsi misto vice odolné, receptory pro lektiny typu C
misto C-typ lektin receptory, my$i byly usmrceny, ne umrtveny apod. Také je lépe se
vysttthat dvéma po sob& jdoucim vyrazim v samostatnych zavorkéach, pfi &teni to pisobi
rusive, napf. na str. 6: ...pamét'ové buriky (jsou sou¢asti imunologické paméti), (Jerne 1955).

Jednotlivé €asti magisterské prace jsou celkem &tivé a hlavné rozsahové vyvéazené.
Literarni pfehled se obesel bez citovani udebnic (d&kuji!), metodika je pe€livé zpracovani a
vysledkova ¢ast pomemé prehledna. Diskuze je adekvatni, seznam literatury &it4 uctyhodnych
143 prament, av§ak chybi seznam zkratek.

Tolik k formalni strance. Na autorku mam nasledujici dotazy a faktické p¥ipominky:
| str. 24: Balb/c a C57BL/6N jsou kmeny mysi, nikoliv typy.

2. str. 24: Ve slozeni kultivaéniho média chybi jednak informace o konkrétnich druzich
antibiotik a hlavné findlni koncentrace ATB, glutaminu a ME v médiu. Prosim
dopliite.

3. str. 25: Domnivam se, Ze pouziti dvouvybé&rového studentova t-testu pro porovnani ti

a vice experimentalnich skupin (pokusy 5.1, 5.4, 5.5 a 5.6) je statisticky nespravné.
Vhodnym testem pro toto uspofadani pokusii je jednocestna ANOVA doplnéna
prisluSnym post-hoc testem.

4. str. 31: ,,...tfeti jamka zlstdvala bez znadeni a slouzila jako kontrola pro vyloudeni
moznosti nespecifického navazani MoAbs na povrch bunék...“ Takovato neznadena
kontrola miize slouzit a) pro pocateéni nastaveni pfistroje, b) pro vyloudeni
autofluorescence bunék. Pro ovéfeni specifity vazby pouZitych protilatek je nutno
pouzit tzv. isotypové kontroly.

5. str. 46: Ve zluté skupin€ lé¢ené LPS se prakticky nepodafilo redukovat primérni
nador, ale metastazy nebyly nalezeny. Jak to bylo s dobou pfeziti té&chto mysi?
6. str. 56: V ramci vyhodnoceni cytotoxického testu by bylo vhodné porovnat také

piislusné skupiny s fMLF-DOPE a bez n&j (sloupce 1+4, 2+5 a 3+6) tak, aby bylo
moZné Fici, zda ozna¢eni nddorovych bun&k ligandem zvysi cytotoxicitu makrofagi.




Celkovy dojem: Na experimentalni ¢asti ocetiuji zejména snahu o samostatnou praci a
vlastni méfeni na pritokovém cytometru. Prace byla psana s peclivosti a plné vyhovuje
pozadavkim Pfirodovédecké fakulty JihoCeské univerzity. Proto doporuduji magisterskou
diplomovou préci Veroniky Caisové k obhajobg.
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V Ceskych Bud&jovicich 17. ledna 2014 //Z/%M /
RNDr. Helena Langhansova, Ph.D.




