Posudek na diplomovou praci Be. Evy Waldmannové:
» Ierapie nadorovych onemocnéni pomoci kotvenych agonisti fagocytarnich receptori.
Studium mechanismi pomoci imunodeficientnich mySsi“

PiedloZena diplomova préce se zabyva aktualni tématikou protinddorové terapie pomoci
cilené stimulace imunitni odpovédi hostitele. Tato problematika je jiZ dlouhodob¢ feSena na
pracovisti Skolitele a pfedlozena diplomova prace piedstavuje jeden z mnoha vystupti
vyzkumu.

Diplomova préce je tradi¢né rozdélena do hlavnich kapitol ivod, cile prace, materiél a
metody, vysledky, diskuze, souhrn, seznam zkratek a seznam pouzité literatury, které obsahuji
celou fadu podkapitol. Celkovy rozsah prace ¢ini 81 stran.

Uvodni ¢ast diplomové prace je zpracovéana precizné a prehledn, pfidemz &tendte
postupné uvede do problematiky rakoviny a sloZek imunitniho systému. Je nutno podotknout,
Ze 1 pfes ohromné mnoZstvi informaci je uvodni ¢ast velmi ¢tiva a diky postupnému
prohlubovani informaci neni étenaf zahlcen fakty.

Cile prace jsou jasné formulovany do Sesti dil¢ich bodl, zabyvajicich se ulohou vrozené
imunity hostitele a jeji stimulace opakovanou aplikaci terapeutickou smési a optimalizaci
metody méfici aktivitu neutrofilu.

Kapitola material a metody obsahuje soupis vSech hlavnich postupi a metod pouzivanych
b&hem experimentl veetné detailnich popisi jednotlivych provedenych experimentt.

Vysledky jsou podrobné zpracovany, dokumentovany fadou grafii a jsou rozdéleny podle
jednotlivych experimenti, odpovidajicim popisu v kapitole material a metody. Grafy
piehledné shrnuji slovy psané vysledky a nazorné ukazuji vysledky statistickych analyz.

V diskuzi autorka konfrontuje své vysledky vlivu imunoterapie jak s doméci, tak
zahrani¢ni literaturou.

Souhrn je jasné a piehledné formulovan a viceméné odpovida stanovenym ciltim prace.

Je nutno zdtraznit, Ze v pfedloZena diplomova prace obsahuje pouze n€¢kolik malo
formalnich chyb ve formé pteklepi a formula¢nich nepfesnosti a fadi se timto k nadstandardu.

K autorce mam né€kolik vécnych dotazi:

1. V kapitole 3.5 autorka uvadi, Ze bylo aplikovino podkozné 400 000 nadorovych
bunék. Pro¢ byla pouzita pravé tato davka?

2. V kapitole 3.8 autorka uvadi, Ze po urcité dobé konzervace plic ve 4% roztoku
formaldehydu byla pod binolupou spo¢itina metastaticka loziska. Jak dlouha
byla tato doba? Jeji délka je empiricky odvozena, nebo je striktné dana?

3. V kapitolich MaM a Vysledky jsou uvedeny terapeutické skupiny mysi, nicméné
pFi srovnani jednotlivych pokusi se tyto skupiny neshoduji. Pro¢ nebyly u viech
druhi pouzitych mysi vzdy aplikovany vSechny kombinace terapeutickych latek?
(napF. v pokusu ¢. 1 je aplikovan pouze manan-BAM+LPS, v pokusu ¢&. 2 je
pridana skupina mysi s aplikaci Zymozan-BAM+LPS, v pokusu ¢&. 3 je pfididna
skupina se samotnym LPS, u viech pokusi chybi pouziti skupin mysi s aplikaci
samotného Zymozanu)




4. Pro¢ byly u mys$i SCID a CD11b-/- pouzity melanomu, pFi¢emZ u BALB/c mysi
byly pouzity buiiky sarkomu 180?

5. Jak si autorka vysvétluje silny vliv samotného LPS v pokusech ¢&. 3 a 4, pri¢emz
by se dal predpoklidat synergicky efekt BAM+LPS nebo Zymozan+LPS (navic
zde samotny LPS snizil primérny pocet metastiz)?

Zavér: Pies vyse uvedené pfipominky povazuji pfedloZzenou diplomovou praci za velmi
zdafilou, spliiujici vyty€ené cile. Svéd¢i o schopnosti autorky pracovat s védeckou literaturou,
pléanovat, provadét i vyhodnocovat experimenty a ze ziskanych vysledkt vyvozovat zavéry.
Vysledky diplomové prace Bc. Evy Waldmannové dopliiuji a rozsifuji vysledky studii a
experimentl provadénych v laboratofi $kolitele.

PfedloZena diplomova prace Bc. Evy Waldmannové splituje veskeré pozadavky kladené na
diplomové prace na Ptirodovédecké fakulté Jihodeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich a
doporuduji ji k obhajobé. Po uspé&sném obhajeni diplomové prace navrhuji hodnoceni
vyborné.

V Ceskych Budgjovicich, 19. 5. 2014 RNDr. Bohumil Sak, Ph.D.
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Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Evy Waldmannové
»lerapie nadorovych onemocnéni pomoci kotvenych agonistu fagocytarnich receptoru.
Studium mechanismi pomoci imunodeficientnich mysi“

Eva Waldmannové predlozila diplomovou praci snazici se primarné o vysvétleni a
nalezeni mechanismu u¢inku protimelanomové terapie zalozené nejcastéji na intratumoralni
aplikaci mananu s BAM kotvou v kombinaci s LPS. Uginnost takovéto terapie in vivo byla v
minulosti ve skupiné Dr. Zenky pozorovana opakované a pokusy o objasnéni mechanismu
tohoto uc¢inku na bunécné, event. molekularni urovni jsou vice nez chvalyhodné. Na druhou
stranu piedlozena diplomova prace pisobi ponékud roztfisténé a vytycené cile jsou tématicky
nesourodé.

Forméln¢ se jedna o klasicky ¢lenénou diplomovou praci sestavajici z literarniho
uvodu, vytyCenych cil, popisu pouzité metodiky, prezentace vysledkl a relativné zdafilé
diskuze ukonéené stru¢nym souhrnem dosazenych poznatki. Praci zakoncuje peclive
sestaveny seznam zkratek a soupis pouzité literatury. Z vySe uvedeného mam vazné vyhrady
pouze k rozsahu uvodu psanému na 32 (!) stranach. Ackoliv je uvod psén, stejné jako cela
prace, vesmés dobrou ¢eStinou s minimem pieklepl, gramatickych a stylistickych chyb,
informace relevantni k tématu se zacinaji objevovat cca od strany 12. Jednim z Gcelti psani
rozvinout. Ve vysledkové casti je pak nadbytecné uvadét u detekce cytokind grafy
znazornujici kalibraéni pfimky, zvlasté kdyz se jedna o komer¢né dostupné ELISA kity a
optimalizace metody nebyla pfedmétem této prace.

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

1. str. 14: ,,...Jesté donedavna byla pfirozena imunita povazovana za téméf bezvyznamnou
primitivni sloZku imunitniho systému...“ Osobné bych byla v této formulaci opatrné;si.

Uved'te ptiklad vrozeného deficitu pfirozené imunity se zavaznym klinickym obrazem.

2. V pokusu ¢. 1a 2 jste transplantovali buriky melanomu odvozeného z mysi C57BL/6J do
SCID mysi s genetickym pozadim C.B17/ICR. Jaka je vzdjemna histokompatibilita téchto
dvou kmenti a nemohla tato skute¢nost ovlivnit vysledky experimenti?

3. kap. 3.18.1 na str. 41 — nejedna se o sérum, ale o nebunéény extrakt z nadoru.

4. V nazvu kapitoly 3.19.3 je ponékud nest'astné pouzit obrat ,,mnozstvi uvolnéné MPO po
aplikaci LPS*. Béhem homogenizace a sonikace nadoru se totiz uvolni i dosud neuvolnéna
MPO a &tenafi nemusi byt hned ziejmé, Ze to vlastné nevadi, nebot’ MPO zde slouzi pouze
jako marker pfitomnosti neutrofilt, nikoliv jejich aktivace.

5. Ad pokusy na imunodeficientnich mysich: Domnivam se, Ze pokud chcete kvalitné ovéfit
hypotézu a srovnat odpovidavost na 1é¢bu v zavislosti na genetickém pozadi (napi. CD11b
KO vs. wild type), je tieba oba tyto kmeny mysi zafadit do jednoho experimentu tak, aby bylo
mozno udélat pfimé srovnani. Ctendf, ktery nezna predchozi prace z dilny Vaseho 3kolitele,
nevi, jak se chova tato 1é¢ba u WT (i kdyz je to pozdgji v diskuzi zminéno), nehled¢ k tomu,
7e konkrétni 3arze terapeutika na konkrétnich mysich v konkrétni ¢as se miize chovat jinak
nez v minulosti.

6. Ad Pokus ¢&. 6: Které buiiky jsou podle Vas zdrojem sledovanych cytokini (melanom,
zanétlivy infiltrat, jiné)? Jakou metodou by se to dalo zjistit?




7. Jaké hladiny cytokint byly fadové detekovany v ELISA testu pied pfepo¢tem na objem
nadoru (v pg/ml)?

8. str. 64: Dle ustniho sdéleni dr. Zenky rostou nadory na imunodeficientnich mysich obecné
dvakrat rychleji nez na mysich s plné rozvinutou imunitou. Pokud je to opravdu tak, neméla
byt 1écba knockoutli zapocata dfive nez obvyklych 12 dni od transplantace melanomu?
Kolikaty den nelécena mys SCID umira ve srovnani s béznou WT mysi?

Celkovy dojem: Domnivam se, ze magisterska diplomova prace Evy Waldmannové
byla sepsédna s peclivosti a pies uvedené nedostatky a pifipominky povazuji tuto praci za plné
vyhovujici pozadavkiim Pfirodovédecké fakulty JihoCeské univerzity a doporucuji ji proto
k obhajobé.

7

V Ceskych Budgjovicich 20. kvétna 2014 7 /
e S

RNDr. Helena Langhansova, Ph.D.




