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Problematika nadorovych onemocnéni je pfes veskeré experimentdlni snahy stile ve
stadiu hleddni novych postupid, které by vyrazné zvysily tspéSnost jejich 1ééby. Rulzné
imunoterapeutické pristupy piedstavuji v soucasné dobé velmi nadéjny a rychle se rozvijejici
smér. Nové experimentdlni studie, které by pfinesly v této oblasti dalsi aplikovatelné vysledky,
jsou proto stile velmi zadouci. Pfedlozena diplomova prace se zabyva moznosti imunoterapie
nadort za pouziti Imiquimodu (agonisty TLR7) a sledovanim ulohy neutrofilti v protindadorové
reakci za pomoci pokusi in vivo a in vitro. Ve vztahu k vySe zminénému experimentalnimu
trendu povazuji predlozenou magisterskou diplomovou praci za velmi aktudlni a zajimavou.

Prace ma klasické ¢lenéni. Rozsahly a ptehledné uspoiradany literarni ivod s pouzitim
recentnich praci doklada velmi dobrou orientaci autorky ve studované problematice. Cile prace
jsou krétce, jasné a srozumitelné definované. V &asti ,Materidl a metody“ jsou podrobné
popsany vSechny pouzité postupy pro realizované pokusy in vivo a in vitro. Znany rozsah této
¢asti diplomové prace dokumentuje obrovsky rozsah experimentalni prace a zvladnuti Sirokého
spektra laboratornich technik. V nasledujici ¢asti prace jsou realisticky prezentované dosazené
vysledky. Pro jasnou dokumentaci interakci mezi aktivovanymi neutrofily a nadorovymi
burikami s laminarin-BAM autorka vytvofila zajimavé video, které nazorné prezentuje chovéni
obou typu bunék in vitro. V ¢asti ,,Diskuze™ jsou dosazené vysledky podrobnéji a kriticky
rozvedeny a dany do souvislosti se soucasnymi poznatky. V rozsahu jedné strany jsou pak
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osuzované diplomové praci mam nasledujici pfipominky a dotazy:

Str. 18 — co znamena zkratka f-MLFKK?

Str. 19 — pii ptipravé f-MLFKK-DOPE (6.5.3) je uvedeno, Ze sterilizace vysledného roztoku
byla provedena filtraci. Jak byly sterilizovany dalsi tfi pfipravované terapeutické latky?

Str. 19 — 6.7 Poéitani plicnich metastaz — je zminéno, ze: ,,Po vyjmuti plic z téla byly plice
fixovany 4% formaldehydem. Obratem byly celé plice prohlédnuty pod binokularni lupou
..."". Znamena to, ze plice byly pouze ponofené do 4 % formaldehydu a okamzité byly
pocitany povrchové plicni metastazy? Nevyskytuji se metastizy také uvnitf plicniho
parenchymu?

Str. 21 — 6.12 Pokusy: Pro aplikaci terapeutickych latek in vivo autorka uvadi, ze byl pouzit
pulzni rezim. Na zakladé¢ jakych pokusi nebo vysledki byl zvolen tento rezim aplikace?

Str. 24 — 6.12.5 : .V desetiminutovych intervalech byla pozorovana tvorba shlukd pod
invertovanym mikroskopem pfi zvétseni 40 — 400 x“. Jak byla tvorba shluki vyhodnocovana
a kvantifikovana, kolik zornych poli bylo hodnoceno?

Str. 30 — 7.2 f-MLF byl v tomto pokusu pouzit jako chemoatraktant neutrofili. Pro¢ v tomto
pokusu nebylo - kromé sledovani ristu nadori a vyskytu plicnich metastaiz — piimo
prokéazano (pratokovou cytometrii nebo imunohistochemicky), ze v nadorech vlivem f-MLF
skute¢né doslo k nartstu neutrofila?

Str. 34 — 7.4. Pro tento typ in vitro pokusu byly pouzité jako efektorové bunky neutrofily
z peritonea, jejich &istota byla pouze 30%. Na zakladé takto velmi nizké Cistoty pouzitych
bunék je iluzorni délat jakékoliv zavéry o cytotoxickém efektu neutrofilti na nddorové bunky.

uréité i daldi imunitni bunky (naptf. makrofa
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které mohou sledovanou reakci vyrazné ovlivnit! Pro¢ nebyla pouzita pro precisténi ziskané
bunééné suspenze MACS technika jako v ptipadé izolace neutrofilt z kostni dfené?

Str. 38 — Obr. 9. Jaky je rozdil mezi obr. B a obr. C? Text k nim je stejny.

Str. 41 — V textu nad obr. 13 je uvadéno, ze pii studium vlivu f-MLFKK-BAM na erytrocyty
nedochazelo ke vzniku bunéénych shluki. Naproti tomu v suspenzi neutrofilti byl pozorovan
vyrazny vznik shlukd (str. 39). S ohledem na to, Ze v tomto pokusu nebyly erytrocyty nijak
specificky izolovany a byla pouzita plna nesrazliva krev, ve které jsou neutrofily zastoupené
(i kdyz v porovnani s erytrocyty minoritné€), ocekaval bych alespon fidky vyskyt bunéénych
shluki. Pro¢ k tomu nedochazelo?
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ZAVER:

PredloZena magisterska diplomova prace Bc. Nikol Vacové je po odborné strance velmi
prehledné a srozumitelné stylizovana, coz dokldda vybornou orientaci autorky ve studované
problematice. Za hlavni pozitivita prace povazuji celkovou koncepci a obrovsky rozsah
experimentdlni prace na Urovni in vivo a in vitro a realistické hodnoceni dosazenych vysledku.
Naproti tomu za znacny nedostatek pokusu in vivo povazuji velmi maly pocet pokusnych zvifat
v jednotlivych experimentalnich skupindch. Diky tomu vysledky nékterych nadéjnych kombinaci,
které naznacuji urcity inhibicni efekt na rGst nadord (napf. intratumoralni aplikace mananu-
BAM + aktivované neutrofily) neni mozné presvédcivé a se statistickou prikaznosti
interpretovat a jejich validita je pak velmi nizkd. SniZeni poctu pokusl a diky tomu zvySeni
pokusnych zvirat ve skupindch by jisté bylo pfinosné. Dalsim nedostatkem je v pokusech in vivo
pouhé sledovani rustu nadorG a prezivani pokusnych zvirat bez jakychkoliv dalSich analyz
nador(G (napf. histologie, imunohistochemie, pritokova cytometrie), které by mohly pfinést
podrobnéjsi informace o tom, co se skutecné v nadorech déje. Tyto nedostatky jsou ale mimo
oblast kompetence autorky prace.

Pres vySe uvedené vyhrady a prfipominky povaZuji predloZzenou magisterskou
diplomovou praci Bc. Nikol Vacové za velmi kvalitni a spliujici vSechny pozadavky na ni
zakonem kladené. Autorka prokazala schopnost samostatné tvarci prace a zvladnuti
rozsahlého spektra laboratornich technik, uvaZzlivé interpretace dosazenych vysledkd, jejich
prehledné zpracovani a zaclenéni do kontextu souc¢asnych poznatki. Praci hodnotim stupném
»vyborny“.

Praci doporucuji pfijmout k obhajobé a po uUspésném obhajeni udélit autorce
akademicky titul ,,magistr” (ve zkratce Mgr.).

V Libéchové 22. 5. 2015 RNDr. Vratislav Hordk, CSc.




Oponentsky posudek na magisterskou diplomovou praci Nikol Vicové ,,Pouziti
agonistu fagocytarnich receptoriu pro terapii nadorovych onemocnéni a studium moznosti
zesileni jejich uc¢inku sou¢asnou stimulaci TLR receptoru“

Predlozena magisterska prace Nikol Vacové tematicky zapadd do dlouhodobého
projektu dr. Zenky v oblasti imunoterapie mysiho melanomu, ktery je na Katedfe medicinské
biologie fesen jiz nékolik let. V této praci je nejveétsi pozornost vénovana neutrofilim jakozto
nejpocetnési a tudiz zfejme zasadni populaci leukocyti v okoli nadoru. Metodicky se prace
opira zejména o in vitro experimenty zalozené na cytotoxickém testu s fluorescen¢nim
substratem - a mikroskopickém pozorovani interakci bunék ovlivnénych vazanymi
imunostimula¢nimi ligandy.

Prace je psana na celkem 64 stranach a ma klasické ¢lenéni. Na prvni pohled zaujme
pecliva graficka uprava celé prace, s minimem pieklept a bez gramatickych chyb. Na druhou
stranu se autorka nevyvarovala pouziti nékterych slovnich obratd, které patii spiSe do
uméleckého vypraveéni, novinového ¢lanku nebo mluveného slova nez do odborného textu
(napf. .,...pomyslnou cervenou nit prace tvorila jedna myslenka...“, ,,...neni makrofag jako
neutrofil...* apod.). Na nékterych mistech by lepsimu plynuti textu prospéla souvéti namisto
sekvence kratkych vét (napf. zavér prvniho odstavce v kap. 2.3.2 na str. 6).

Po procteni celé prace je ziejmé, Ze autorka tzv. ,,vi, o Cem je fec¢™ a dobfe se orientuje
v dané problematice. Z vysledkové ¢asti bych vyzdvihla pfedevsim kapitolu sledujici interakce
melanomovych bunék s mys$imi neutrofily; vysledky nejenze jsou peclivé zpracovany a
doplnény kvalitnimi fotografiemi, ale zaroven dle mého nazoru presvéd¢ivé ukazuji, Ze kotvené
ligandy se vyznamné podili na vzniku bunéénych interakci a zahdjeni procesu frustrované
fagocytozy.

Na autorku mam nasledujici otazky a vécné piipominky:

1) Str. 2, kap. 1.3: Pokud méa mysi melanom B16-F10 snizenou expresi MHC 1,
jakou roli v imunitni odpovédi hraji NK burky?

2) Na str. 3 uvadite, Ze vechny buiiky pfirozené imunity s vyjimkou NK bun¢k
jsou schopny fagocytozy. Za jakych podminek fagocytuji zirné buiiky a bazofily?

3) Str. 18, kap. 6.2: Uvadéni koncentrace jednotlivych slozek média (antibiotika,
glutamin, merkaptoetanol) v procentech je zavadgjici. Striktné vzato, 1% glutamin
znamena 1 g praskového glutaminu na 100 ml média, coz neodpovida skutecnosti. Lépe
je uvadét skute¢né molarni koncentrace. Uved'te prosim na pravou miru.

4) Str. 20, kap. 6.9.1: V popisu izolace neutrofili z kostni dfené chybi dulezité
informace o tom, jaké kosti byly pouzity pro izolaci a jaké protiltky jsou na izolatni
kolon& pro negativni selekci. Jaké markery byly pouzity pro stanoveni Cistoty
izolovanych neutrofili pomoci pratokové cytometrie?

5) Str. 21, kap. 6.11: Ktery post-hoc test byl proveden v ramci analyzy variance?
6) Na str. 28 uvadite, Ze ,,...vliv Imiquimodu samotného i v kombinaci s kotvenym
mananem na preZivani my3i je na obrazku 2..., ale uZ nepiSete, jaky ten vliv je (nebo
1épe feceno, Ze neni). Dle mého nazoru by mély vsechny grafy a tabulky vysledkové
Casti byt patficné okomentovany v textu.

7) Str. 34, kap. 7.4: Jak probihalo promyvani ,,chybného® supernatantu za ucelem
snizeni pozadi?




8) Pro¢ byly pro cytotoxicky test pouzity peritonealni neutrofily (Cistota pouze 30
%) a ne neutrofily z kostni dfené? Uvazovali jste mozny vliv stopového mnoZstvi
thioglykolatového média v suspenzi neutrofild na cytotoxicky test?

9) Jaka byla ptivodni hypotéza pro G¢inek imiquimodu? Chapu snahu o nahrazeni
LPS, ale jaké protinadorové efekty byly ocekavany praveé od TLR-7 ligandu?

10)  Str. 47, kap. 7.7: Ve c&tvrtém tadku Obr. 19 vidime znacnou variabilitu
v mnozstvi B-aktinu, a proto je t€Zké od oka usuzovat na mnozstvi fosforylovaného NF-
kB. Pfehlednosti obrazku by prospéla normalizace na 3-aktin a zkracené popisky piimo
v obrazku nebo alespon legenda na stejné strance jako obrazek.

Zavér: Pies vySe zminéné pfipominky mohu konstatovat, ze Nikol Vacova predlozila
velmi kvalitni diplomovou praci, jejiz n€které vysledky se mohou stat soucasti publikace
v renomovaném zahrani¢nim Casopise. Prace spliiuje pozadavky stanovené Prirodovédeckou
fakultou JihoCeské univerzity na kvalifika¢ni praci a doporucuji ji k obhajobé.

Ve Starych Hodé&jovicich 23. kvétna 2015
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