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Oponentsky posudok na magistersku pracu Ivany Svecové: Optimalizace
immunoterapie melanomu zaloZené na kotveni laminarinu na povrch nadorovych bunék

Magisterska praca Bc. Ivany Svecovej sa zaobera optimalizaciou immunoterapie
malanému zaloZenej na vyuziti kombinacie dvoch ligandov; laminarinu (ligand pre
fagocytarny receptor dectin-1) a lipopolysacharidu (ligand pre Toll-like receptor 4). Autorka
testovala terapeuticky u€inok tychto dvoch ligandov: v zavisloti na sposobu aplikacie, v
zé4vislosti na sposobu kotvenia (v pripade laminarinu) a v kombin4cii s lipoteichovou
kyselinou (ligand pre TLR-2), mananom alebo enzymoterapiou. Dalej bola analyzovana
infiltracia leukocytov do nadoru po iniciovani imunoterapie s uZ spomenutymi ligandami.

Diplomové praca o rozsahu 71 stran je ¢lenena na Literarny uvod, Ciele, Material a
Metédy, Vysledky, Diskusiu, Zaver a Zoznam pouzitej literatury. V literarnom avode, ktory
je rozpracovany na 17 stranach, sa autorka venovala popisu nadorovych ochoreni,
charakteristike melanémov, vzniku a incidencii melanémov. V dalSej ¢asti sa zmienila o
ulohe vrodenej imunity vo vzt'ahu k nadorovému bujneniu a v tretej ¢asti se zaoberala
imunomodulaénymi vlastostami -gukénov a popisom latok, ktoré v préci pouZivala.
Pomerové zastupenie jednotlivych €asti je vhodne zvolené. RieSend problematika je jasne
rozpracovana a celkovo ma tato Cast prace zaujala po stranke obsahovej aj $tylisticke;j. K tejto
Casti prace by som mala jedine jednu pripomienku-odporu¢ala by som doplnit’ schématické
znézornenie popisu signaliza¢nej drahy dectinu-1 na str. 13.

Kapitola Material a metddy je rozpracovand na 11 strandch. Postupy, ktoré diplomantka
pouzivala pri préci st popisané tak podrobne, Ze by mohli sluZit takmer ako protokol. Je
otdzne, Ci je potrebné také detaily v diplomovej praci uvadzat’. Aplikaéné schémy z kazdého
experimenty su prezentované v tabul’kach.

Vysledky su prezentované na 23 stranéch, v 2 tabul’kach a 26 obrdzkoch. Ja by som uvitala,
keby ste (jednou vetou, podobnou ako mate na zac¢iatku diskusie) uviedli, pre¢o pouzivate
prave kombindciu danych dvoch ligandov. Zdovodnenie akéhokol'vek experimentu zvySuje
jeho zrozumitelnost’. Najcennej$im vysledkom je prepokladam zistenie, Ze 4-pulzny rezim
aplikacie ligandov LPS-laminarin je najuéinnejsi v redukcii nddorového rastu. Podobne
posobiva bola kombinacia LPS-laminarin a LPS-manan. Ostatné vysledky boli skor
negativne, ¢im ovSem nechcem znizit ich cenu.

Obsahovo st grafy spravne. Prinosom by bolo zvysit ich &itate'nost’. Napr. jednotlivé
skupiny st rozliSené farebne, v legende je ku kazdej farbe priradené pismeno a pod obrazkom
je vysvetlenie, ¢o ktoré pismeno znamena. Stacilo by do legendy priamo napisat, ¢o ktora
farba znamena. Vysledky experimentu &. 5 st rozt'ahané na 9 stranach. PouZitim mensich
grafov by ste zprehl'adnili informéciu, ktord chcete prezentovat’. Zaver tvori vycet vietkych
experimentov. Myslim, Ze sta¢i vybrat tie najvyznamnejsie a objemovo ho tak zredukovat’ na
polovicu.

Diskusia je obsiahnutéd na 4 a pol stranach. Autorka spravne analyzuje vysledky svojich
experimentov, porovnava ich s pracami svojich predchodkyii a cituje niekol’ko d’alich
publikécii. Poget citacii celkom nezodpoveda dizke diskusie (4 dipl.prace + 9 impaktovanych
¢lankov). Napr. pri analyze leukocytarneho infiltratu po aplikécii ligandov ste mohli citovat’,
resp. porovnavat’ Vase vysledky s vysledkami ziskanymi na SR/CR mysiach.

Pripomienky:

1. Na str. 20 uvéadzate, Ze bunky B16F10 su v RPMI bez séra. Z postupu, ktory popisujete, to
vSak tak nevypada.

2. Str.10 B-glukan je rozpoznavany TLR-2 receptorem a nie TLR-4

3. Citacia: Marta a kol. str. 12 je nespravna, nestvisi s tématikou




4. Je vhodne uvadzat’ citacie, ktoré su v anglickom jazyku, alebo ¢eskom. (Montant a kol.
(1977) — franctzsky; Warburg a kol. (1924)- nemecky)

5.V exp.¢. 5 uvadzate vCasny nastup infiltrace granulocytov do naddoru. Bolo by dobré
zmienit’ fakt, Ze to nebolo statisticky vyznamné aspoii v zavere (alebo doplnit’ hviezdu??)

6. Reference na Kaiserova z roku 2012 je v tisku. Je rok 2014. Nezabudli ste tuto ref. doplnit™?

Otazky:

1. LPS je zodpovedné za infiltraciu granulocytov a cieleny utok ja zabezpe&eny laminarinom
ukotvenym na nadorové bunky. Ako si vysvetl'ujete v&asnt infiltraciu granulocytov po
aplikécii LPS a laminarinu? MozZe nejaku tlohu zohréavat’ fakt , ze B —glukan aktivuje LTR-2?
Aktivuje laminarin TLR-2?

2. Granulocyty su bunky, ktoré zohravaji pravdepodobne klig¢ovu tlohu v regresii nadorov za
vasich exp. podmienok. Neuvazujete o podrobnejsej charakterizécii tejto bunkovej populacie?
Aké parametre by ste v nich mohli merat’? Boli hodnoty MFI zrovnatel'né v kontrolnych a
lieCenych mysiach?

Celkové hodnotenie:

Diplomantka odviedla pracu, ktoréj vysledky su vyznamnym prinosom v riedeni projektu
imunoterapie nadorov a su publikované v impaktovanom &asopise, ¢im sa nemoze pysnit’
kazdy Student. Diplomova praca je obsahovo, $tylisticky aj gramaticky kvalitne vypracovana,
spltia pozadovanti odbornu troveti a preto ju odporic¢am k obhajobe.

V Ceskych Bud&joviciach diia 17. januara 2014 Mgr. Jaroslava Lieskovska, Ph.D
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OPONENTSKY POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI

Ndzev prace: Optimalizace imunoterapie melanomu zaloZené na kotveni laminarinem na povrch
ndadorovych bunék

Autor préce: Bc. Ivana Svecovd

Oponent: Ing. Eva Pokornd, CSc.

PredloZena prace navazuje na dal3i prace vedené 3kolitelem RNDr. Janem Zenkou, CSc. v minulych
letech i letos. Jejich spole¢nym cilem je hledat a sestavit co neju¢innéj$i mechanizmus
protinadorového pisobeni spojenim fagocytarniho a signalniho motivu s co nejstabilngjsim
kotvenim. Autorka vyuZiva poznatkl svych kolegyii a testuje dal3i dosud neprozkoumané kombinace,
které by vedly k co nejvétsi redukci nadort u my3i a k jejich nejdel3i dobé preZivani. U¢inek na proces
metastazovani je zde testovan jen okrajové.

Jedna se o mozné budouci vyuZiti imunoterapie pro klinickou 1é¢bu nadord, proto je tématika prace
velmi aktudlni a potfebnd. Ziskané poznatky o jednotlivych kombinacich jsou vesmés zcela nové a
mohou tak slouZit jako pilotni zkuSenosti pro dal3i vyzkum.

Soubor pouZité odborné literatury i jeji vyuZiti v Gvodu ¢&i diskuzi je vy&erpévajici a dostateény. Cast
Uvod je dobfe zpracovana. Obzvla§té bych vyzvedla Diskuzi, ktera je velmi kvalitné provedena.

Po formalni strénce splfiuje autorka vSechny poZadavky kladené na odbornou praci, tj. prace
obsahuje ve spravném poradi i rozsahu viechny ¢&asti, které obsahovat ma.

K praci mam nasleduijici pfipominky:

- Skupiny o péti nebo jesté hire o ctyfech mysich jsou pro jakékoli vyhodnocovani pfili§ malé.
Statisticky se takové skupiny témér nedaji vyhodnotit a pro nékteré vysledky je to $koda,
protoZe by se tam u vétSich skupin moZna statisticka vyznamnost objevila.

- Grafy rGstu nadori v ¢ase (obr. 6,8,10,12,14,16) by mély byt ve stejném méfitku, aby byly
vzajemné porovnatelné (kdyZ neuvadite &iselné vysledky), protoZe jedna kombinace terapie
navazuje na druhou a porovnani je tedy na misté.

- Vzhledem k malym poétiim zvifat ve skupindch by bylo dobré uvést i &iselna data vysledk
jednotlivych zvifat (ne jen grafické vyhodnoceni priimér a smérodatnych odchylek). Bylo by
to mnohem presnéjsi a mnohdy zajimavéjsi.

- Vtabulce 14 a 15, které jsou velmi pfehledné, chybi vysledky kontrolni skupiny, které by byly
pro porovnani testovanych skupin uZite¢né (napf. primérnd doba prefZiti atd.).

- Podobna pfehlednd tabulka by méla byt i u ostatnich studii (4.3.1, 4.3.2, 4.3.3,4.3.4. a 4.3.5).

- PFipada mi, Ze pokusy 4.3.4 a 4.3.5 spolu tak Gzce souviseji, Ze by bylo lepsi je sloutit do
jednoho pokusu a jedné tabulky a grafu nebo alespofi provést vysledné dva grafy ve stejném
méfFitku, aby se data dala porovnat.

- Nejzajimavéjsi z pokusti z hlediska pfipadného praktického vyuZiti se mi zda pokus €. 4.
Vzhledem k vyznamu MPL (neni toxicky pro ¢lovéka) by mi pFipadalo dileZité v budoucnu
vice rozvinout tuto studii a zjistit napf. dobu pfeZivani takto lé€enych mysi a zvysit pocty mysi




ve v3ech skupindach tak, aby se dala Iépe vyhodnotit statistickd vyznamnost. Rovnéz by bylo
dobré zkusit jiné typy naddor(, hlavné karcinom, ktery je ze viech nador(i nejrozsitené;si.
ProtoZe pokud by se nasla kombinace Iécby, ktera by dokazala inhibovat metastazovani, bylo
by to velmi vyznamné. Z vysledku, kdy se napf. incidence metastaz li3i o jednu my3 a ono to
je 20% (Obr. 22) se zévéry daji délat Spatné. Pfesto by bylo zajimavé je znat.

K praci mam nasledujici otdzky:

- Proc jsou v3echny grafy vyhodnocovény a data zobrazovana jen do 14.dne lé¢by, kdy? lé¢ba
pokracovala nejméné vidy do 26.dne (obr. 6,8,10,12,14,16)?

- Neni mi Gplné jasné, co znamend v tab. 1 u skupiny mysi E davkovani podle potieby (ani
z tabulky €. 13). MlZete to, prosim, lépe vysvétlit?

- Proc jste v kapitole 3.8.5.1. poutili intervaly odbéru nador 12, 24 a 48 hodin po aplikované
terapii? Pfipadaji mi krétké a bylo by zajimavé zjistit, jestli se infiltrace leukocytd do nadoru
nezméni po del3i dobé, napf. v dobé, kdy nador rychle roste (tj. nékdy okolo 14.dne).

- Zajimalo by mé, jak vypadaly Vami popisované , éze bez kiiZze“, které se u my3i objevovaly na
mistech pGvodnich nador (str. 30 a 54).

- Cim to, Ze se primérny objem nadoru u kontrolni skupiny po 48 hodinach zmensil, kdyz by se
spiSe dalo Cekat, Ze se zvétsi?

- ProC jste ze v3ech (1,3)-B-D-glukanil poufZili pravé laminarin? Pouzila néktera z Vasich kolegyri
napf. lentinan nebo skleroglukan? Alternativni medicina totiz doporucuje véem onkologickym
pacientdim pfedevsim houbu shiitake, ze které je lentinan izolovany.

Pripominky formdlni a k ¢edtiné:

- Neni vhodné psat odbornou praci v 1. osobé jednotného €&isla, lépe v 1. 0sob& mnozného
¢isla nebo ,,bylo udélano”.

- Na zaddtku véty by nikdy neméla byt Cislice ani zkratka.

- Nastr. 19 v seznamu chemikalii je drobna chyba u Fluorescenéné znacenych MoAbs proti
specifickym receptortim leukocytérnich — zbytek véty je az za SMCC.

Pochvala za:

- Velmi dobre zpracovanou diskuzi.

- Srozumitelnou ¢estinu a dobfe Eitelny sloh.

- Malé mnoizstvi chyb v éestiné.

- Dobry zplsob prezentace, tj. Ze autorka dovede &tenafi problematiku dobie vysvétlit tak, aby
i nové informace ihned dobfe pochopil pfimo z préce (toto povazuji za velmi dileZité pro
kaZzdého budouciho védeckého pracovnika)




Zavér:

Jedna se o velmi zajimavou, dobfe zpracovanou diplomovou praci. MnoZstvi otazek a
pfipominek spiSe odrazeji diskuzi, ktera z vysledkl vyplyva, nez néjaké velké nedostatky.

Autorka prokazala, Ze je schopna samostatné fesit zadanou problematiku po strance
teoretické i praktické. Proto doporucuji, aby predloZena prace byla pfijata k obhajobé.
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V Praze dne 17.1.2014 Ing. Eva Pokorna, CSc.




