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Téma préce vychazi z dlouhodobého zaméreni laboratofe dr. Zenky na katedie medicinské
biologie na studium imunitnich nastrojl pfi Ié¢bé nadord. Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit
vlivy vybranych latek na aktivaci imunitni protinddorové reakce. Zvolené téma je velmi aktudlni a ve
vysledku prace maze pfinést Fadu novych duleZitych poznatki do mozaiky soucasnych znalosti, které

mohou prispét k onkologické 1é¢bé téchto zavaznych onemocnéni.

Préace o celkovém rozsahu 93 stranek je napsana v ¢eském jazyce a autorka ji rozdélila do
deviti kapitol standardnim zpGsobem. V teoretickém Gvodu, ktery zabira 19 stran, autorka utfidila
poznatky z vice nez 120 citovanych zdroja, které jsou zaméreny na viechny duleZité soucasti
imunoterapie nddorovych onemocnéni. Oceniuji, Ze pfevazna vétsina citovanych zdrojl jsou ¢lanky
z impaktovanych ¢asopisti zamérenych na danou problematiku. Teoreticky tGvod je napsan svéze,
informace jsou serazeny logicky. Na tuto ¢ast navazuji cile prace, které jsou jasné a srozumitelné
definovany. Nasleduje na 13 stranach experimentalini ¢ast, kde jsou nejprve predstaveny pouzité
metody, ddle metodika in vivo a in vitro experiment( a jejich vlastni popis. Na dalSich 22 strankach
jsou pak uvedeny vysledky téchto experimentl spolu s fadou grafi. Tato paséz je pro orientaci
ihned po jejich popisu a vice bylo vyuZivano pfehlednych tabulek napf. misto popisu, jak byly
aplikovana terapeutika jednotlivym skupinam mysi. Diskuzi autorka vénovala dalich 10 stran textu.
Poctivé v nich diskutuje vysledky viech provedenych experimentid a srovnava je s vysledky pfevainé
svych predchldcd v laboratofi dr. Zenky. Nésleduje struéné shrnuti vysledk( v zavéreéném souhrnu.
Prace je napsana srozumitelné s minimem gramatickych chyb a pfeklep(. Jedinou vytkou tykajici se
formalni stranky je, Ze autorka uziva velmi ¢asto v celé préci u sloves tvaru prvni osoby mnozného
Cisla, coz vzbuzuje dojem, Ze prace je kolektivnim dilem. Nicméné véfim, Ze popsané experimenty

autorka provadéla a vyhodnocovala sama.

Experimentdlni ¢ast prace je rozdélena na pokusy provadéné in vivo a in vitro. 7 experimentu
in vivo bylo provddéno na samicich mysiho kmene C57BL/6, kterym byly transplantovany buriky

mysiho melanomu B16-F10. V jednotlivych experimentech bylo pouZito 24 aZ 30 jedincu, ktefi byli




randomizovani do 4 aZ 6 skupin a nasledné jim byla podavéna terapeutika podle uvedenych rozpist.
V diskuzi napf. k vysledkm ¢&tvrtého pokusu in vivo autorka uvadi procentudlni tspésnost vyléceni
experimentalnich zvirat oSetfenych terapeutickou smési kovalentné kotvenych bakterii

Listeria monocytogenes s mananem 16,7%, coz mi prijde lehce zavadéjici. V souvislosti s tim bych se
rada zeptala, jakym zplsobem byl uréen pocet jedinch v pokusnych skupinach, aby ziskané vysledky

byly statisticky vyznamné?

U sedmého experimentu in vivo se nepodafilo prokazat vyznam oxidativniho vzplanuti
neutrofili na zabijeni nadorovych bunék, i kdyzZ v pripadé in vitro testl byl tento ucinek jasné
prokdzan. Pri¢inou bylo, jak uvadi autorka v diskuzi, Ze nizkomolekularni epicatechin se rychle vyplavil
z mista nadoru. Ma autorka néjakou predstavu ¢i ndpad, jak experiment ke stanoveni vlivu

oxidativniho vzplanuti neutrofill in vivo provést?

Z experimentalnich vysledki plyne, Ze nejvétsi ucinek vedouci k vyznamnému prodlouzeni
doby preziti experimentalnich zvirat méla smés obsahujici R848 s kotvenym mananem, do niZ byly
pridany baktérie Lysteria monocytogenes. Konstatovani autorky v zavéru diskuze, Ze jeji prace
v mnohém navazuje na prace predeslé a v mnohém je doplriuje, mé vede k otazce: Nakolik je tento

vysledek novy a planuje jej autorka publikovat?

Zavérem je mozno konstatovat, Ze Bc. Zuzana Kumzakova splnila viechny cile vytéené
v magisterské praci a ziskala fadu duleZitych a zajimavych poznatku tykajici se vlivu nékterych latek

na pribéh nadorové imunoterapie. Tuto praci doporucuji k obhajobé s hodnocenim vyborné.

Vv €. Budé&jovicich, 25.5.2015 Ing. Jana Nebesarova, CSc
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Diplomova praca Zuzany Kumzakovej je sucast'ou dlhodobého projektu, ktory sa zaobera
imunoterapiou nadorov s vyuzitim vhodnej kombinacie signalnych a fagocytarnych ligandov.
Diplomova praca je obsiahnuta na 74 stranach a ma obvyklé ¢lenenie na Uvod, Prehl'ad
literatury, Ciele, Material a metody, Vysledky, Diskusiu, Zaver a Zoznam literartry.

Literarny prehl'ad je spracovany na 19 stranach. O charakteristike nadorov a ich klasifikécii sa
docitame v avode tejto kapitoly. Nasleduje niekol'ko podkapitol venovanych imunitnému
systemu a jeho Gcasti pri rozoznavani a eliminacii nadorovych buniek. Prehl'adne je popisana
Cast’ zaoberajuica sa PRR a PAMP. Nedostatocne je, podl'a mojho nazoru, rozpracovana
kapitola o samotnej imunooterapii nadorov, ktora by mala byt’ vlastne nosnou témou celej
prace. Po Stylistickej a gramatickej stranke je praca vel'mi dobra.

Konkrétne pripomienky:
1. Vyraz pomahacské CD4 bunky by mal byt’ nahradeny vyrazom pomocné CD4 bunky.
2. Virialni RNA je vhodnejsie nahradit slovom virova RNA.
3. Informacie v tabul’ke 1 a 2 sa z vacsej Casti duplikuju.

Ciele su jasne a stru¢ne definované.

Kapitola Material a Metody obsahuje podrobny popis roztokov, chemikalii, riedenia buniek a
veelku zrozumitelny popis pouZitych metod. Niektoré pasaze sa vSak zbyto¢ne opakuju a
vyrazne znizuju prehl'adnost’ tejto kapitoly. V pripade, Ze sa experiment opakuje s pouzitim
napr. dvojnasobnej koncentracie buniek je postatujiice tuto informaciu uviest' vo vysledkoch
a neopakovat’/kopirovat’ celi metodu.

Pripomienky:
1. Nedeaktivované serum, pouzité ako doplnok v médiu ma bvt’ inaktivované serum. Ak
sa mylim, prosim vysvetlite
2. Zastlipenie jednotlivych zloZiek roztokoch sa uvadza bud’ v percentéach, alebo vo
vyslednej molarite.
3. Popis izolacie neutrofilov: aké primarne a sekundarne protilatky ste pouzili?
4. MACS je roztok, nie médium.

Cast’ Vysledky je rozpracovana na 25 stranach. Vplyv roznych kombinacii ligandov bol
vyhodnoteny meranim velkosti nddorov, dlZzkou Zivota, intenzitou metastazovania, ¢i
prevalenciou metastdz. Za velmi presved¢ivy a pozitivny vysledok pokladam zistenie, Ze
R848, v kombinacii s mananom kotvenym na nadorové bunky, mal vyrazny protinadorovy
efekt, o by mohlo byt’ potencialne vyuZitelné i v humannej medicine.
Pripomienky:

1. Pokus cislo 3 je opakovanim pokusu 2. Je vhodnejsie vysledky spojit’ a prezentovat v

jenom grafe.




2. Vysledky 7 in vivo a 3 in vitro pokusov su prezentované ako numericky zoznam a
nepokladdm to za $tastnu volbu. Prehl'adnost vysledkov je tym zniZend, naviac sa
mnohé vysledky duplikuju.

Diskusii je venovanych 8 stran. Autorka diskutuje svoje vysledky s vysledkami svojich
spoluziacok a niekol'’kymi impaktovanymi pracami. Napriek uctyhodnemu rozsahu tejto
kapitoly postradam diskusiu v zmysle porovnania imunoterapeutického u¢inku pouzitych
ligandov, konkrétne R848 s inymi publikaciami. Diskusia je z vacsej Casti opakovanim
vysledkov.

Zoznam pouzitej literarury pozostava zo 126 citacii, citacii relevantnych k imunoterapii
nadorov je pomerne malo.

Otazky:
1. R848 ligand ma4 antivirovy ué¢inok. Co ho sprostredkiiva? Je TLR78 jediny receptor pre
tento ligand a ktoré bunky imunitného systému exprimuju receptory pre tento ligand?

2. Protinddorovy imunoterapeuticky uc¢inok R848 bol uz zdokumentovany. AKy je
mechanizmus jeho G¢inku? Diskutujte odlisnosti s Vasim modelom, pripadne s
predpokladanym mechanizmom.

Na zaver konstatujem, Ze predlozena diplomova préaca spliia vietky naroky kladené na
diplomov1 préacu, naviac prinasa niekol'’ko cennych vysledkov, ktoré sa pravdepodobne stant
sucastou vedeckej publikacie. Vyssie uvedené pripomienky ju mienené ako rada do d’alsieho
Studia. Pracu odporuc¢am k obhajobe a navrhujem znamku 2.

V Ceskych Budg&joviciach, 24. 5. 2015 Jaroslava Lieskovska
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