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Posudok k diplomovej praci s nazvom “Pouziti neutrofili v niadorové imunoterapii®

V predlozenej diplomovej praci autorka Be. Markéta KovaFovd Studovala ulohu
neutrofilnych granulocytov v protinddorovej imunitnej odpovedi. Ako nadorovy model bol
zvoleny melanoém, v tomto pripade zastipeny liniou B16-F10. Autorka v praci Studuje Glohu
neutrofilov na urovni in vitro a in vivo, pricom zaroven skuma potencial kotvenia ligandov
fagocytarnych receptorov. Jednou z d’alSich Studovanych stratégii v tejto praci bola kombinécia
imunoterapie spojenej s cielenou navigaciou neutrofilov do nadorového loziska.

Terapie, zaloZzené na aktivacii alebo podpore prirodzenych obrannych mechanizmov
organizmu predstavuja s najvacSou pravdepodobnost'ou buducnost’ v lietbe nadorovych ochoreni.
Stadium mechanizmov, ktoré st zodpovedné za spustenie, &i zosilnenie protinadorovej reakcie je
teda viac nez ziadice. Zadana téma diplomovej prace je preto vel'mi aktualna.

Clenenie diplomove;j prace je prehladné a plynulé. Teoreticka ast’ je spracovana velmi
detailne a svojim rozsahom predstavuje podstatnu Cast’ diplomovej prace. Informécia, Ze rakovina
Je najCastejSia priina umrtia v rozvinutych krajinich je nepresna — stile totiz dominuju
kardiovaskulame choroby. V kazdom pripade by sa samotna teoreticka ¢ast’ dala vyuzit’ ako sucast’
vysokoSkolskych skript, pretoZze napriek svojej rozsiahlosti neunavuje. VyuZiva mnoZstvo
citovanej literatury, Ceskej i zahranicne;.

V metodickej Casti si pouzité experimentdlne metédy popisané dostatocne prehladne.
Autorka v predkladanej diplomovej praci vyuziva naozaj pestru paletu experimentalnych postupov

a pristrojov. Magnetické sortovanie buniek spolu s analyzou na prietokovom cytometri st




techniky, ktorych zvladnutie (spolu s d’al$imi technikami, ktoré su popisané v préci) dava autorke
solidny zaklad na pripadné absolvovanie staZe v zahranici alebo v d’alSej vedeckej praci. K tejto
Casti mam jeden navrh do buducich experimentov— v pripade (FACS) analyzy bunecnej suspenzie,
pochadzajucej z nadoroveho loziska by bolo vhodné pouzit’ tzv. izotypové kontroly ku kazdej
detekénej protilatke. Nadorové bunky totiz niekedy obsahuji povrchové molekuly, ktoré viazu
nespecificky detekéné protilatky. Mieru tejto vizby je vhodné urcit a podla nej nastavit
tzv.“gating”, €iZe hranice populacie s neSpecifickym signalom.

Kapitola ¢islo 4 (Vysledky) obsahuje mnoZstvo dat, ktoré si adekvatne Statisticky
spracované a maju dobru uroven grafického vystupu. Na overenie experimentdlnych hypotéz
autorka pouzila dostato¢ne rozsiahlu skupinu zvierat. V diskusnej ¢asti su jednotlivé dosiahnuté
vysledky dostato¢ne komentované.

K predkladanej praci nemam vyhrady, ide opat o vel'mi dobre spracovanu diplomovu
pracu, vypracovanie ktorej umoznilo riesitelke zvladnut’ rozne techniky na urovni in vitro a in vivo.

Pracu hodnotim znamkou “vyborna”
Do diskusie autorke predkladam tieto otazky:
1.) Aké su d’alsie sposoby izolacie neutrofilov?

2.) Viete vysvetlit, preo chemoatrakcia neutrofilov do nadorov pomocou thioglykolatoveho

média a kazeinu nevykazuje Ziadny terapeuticky u¢inok? Co méze byt pricinou tohto javu?

3.) S akymi bunkami imunitného systému by bolo mozné podl'a Vasho nazoru kombinovat’
neutrofily, aby sa dosiahol terapeuticky efekt alebo zosilnenie efektu?

S pozdravom

J{ adel, PhD., diia 12.5 2015,

San Diego, CA, USA




Jindfich ChmelaF
Oponentsky posudek na magisterskou praci Bc. Markéty Kovarové
Pouziti neutrofilt v nadorové imunoterapii

Magisterska prace Markéty Kovarové se zabyva optimalizaci a vyuZitim neutrofilt v 1é¢bé
experimentalniho nddoru — melanomu B16-F10, indukovaného subkutanni inokulaci nakultivovanymi
nadorovymi burikami. Prace se svymi 80-ti stranami fadi spiSe k rozsahlejsim. Déleni je standardni a
rozsah jednotlivych oddilt je vyvazeny. Seznam citaci je rovnéz dlouhy a je vidét, Ze autorka se s
vétsinou citovanych praci dikladné seznamila a informace dokazala vhodné pouZit jak v ivodni
reSersi, tak k diskuzi ziskanych vysledku. U citaci bych nékdy, tam kde je to mozné, doporucil pouZivat
novéjsi literaturu. Prace je velmi Ctiva, autorka ma pékny sloh a dle mého nazoru talent pro psani,
mozna nejen védecké. Vytknul bych jen nesystematické pouzivani anglism( a ceskych prekladd, napf.
CD marker je zbytecné preloZzen do cestiny jako CD znak, naopak misto pouzitého slova ,primovani”
by Slo jednoduse pouZit aktivace nebo senzitizace. Nékteré vyrazy mé i pobavily, jako nékolikrat

v praci zmiflované ,,ocaknuti” supernatantu po centrifugaci. K jednotlivym oddiliim:

Uvod:

Uvod je prehledné strukturovan od obecnych témat, jako je charakteristika nadorovych onemocnéni
a mozZnosti terapie, pres popis znamych funkci ligandl a receptor(, pouzitych v experimentalni ¢asti
az po popis funkce neutrofilt a jejich role v nadorech. Rozsah informaci je pomérné Siroky, ale
adekvatni experimentalni ¢asti. K tvodu mam jen par drobnych upozornéni.

1. Protoonkogeny a antionkogeny se dle mého nedaji oznacovat jako genové rodiny, tento
termin by mél byt rezervovany pro sekvencné a evoluéné spfiznéné geny a proteiny, nikoliv
pro funkéné charakterizovanou skupinu.

2. Vkapitole 1.4.4.4 je chyba v ndzvu, nejsou scavernerové ale scavengerové receptory

Cile prace:

Cile jsou definovany jasné a realisticky. Lze Fici, Ze vSechny body byly v préaci adresovany, at
s uspéchem nebo bez.

Metodika:

U vyctu chemikalii by bylo mozné uvést vedle jména firmy i katalogové Cislo produktu. Popis metod a
technik je velmi podrobny, prehledny a jasny. K této ¢asti nemam prfipominky a otazky.

Vysledky:

Vysledky jsou fazeny postupné. Nejprve byl analyzovan bunécny infiltrat v nadoru, kde se ukazalo, Ze
neutrofily tvofi podstatnou ¢ast infiltratu. V dalsi ¢asti byly provedeny riizné pokusy in vitro za
Ucelem analyzy schopnosti neutrofil( zabijet nddorové buriky v pfitomnosti testovanych latek.
Zabijeci mechanismus byl testovan pomoci stanoveni miry degranulace zmérenim
myeloperoxidazové aktivity nejprve in vitro a poté i in vivo pfimo v nadoru. Nakonec byl testovan vliv
thioglykolatového média a kaseinu na infiltraci neutrofild do nadoru.

Zde mam nékolik otazek:

1. U pokusu €. 1 bych ocenil postup analyzy na pratokovém cytometru, jak byly jednotlivé
populace detekovany a jak byl proveden ,gating”.




2. Zgrafl neni nikde patrné, z kolika vzorkl byla spo¢tena standardni odchylka a kolikrat byl
pokus opakovan. Obr. 7 a 8 nema nikde statistickou prikaznost, prestoze je vliv vazaného
laminarinu ocividny. Jak by se dala priikaznost zajistit?

3. Proc dochazi ke sniZeni aktivity MPO (Obr. 14) pfi pouziti laminarinu a mananu oproti
samotnym neutrofilim? Jeden by cekal opak.

4. Na obr. 19 mi neni jasné, co je relevantni kontrola. Je to nadorové burky+neutrofily nebo
volny Zymosan. | zde mé prekvapuje nepfitomnost statistické prikaznosti. Kolik bylo vzork
ve skupiné?

5. Proc¢ samotné nadorové bunky vykazuji MPO aktivitu (Obr 19)?

6. Invivo to vypada, Ze dochazi k aktivaci MPO pfi injekci zymosanu a LPS, nicméné to vypada,
Ze se méreni pohybuje na hranici detekovatelnosti MPO. Jsou vysledky pouZitelné?

7. Obr. 23 — chybi standardni odchylky. Proc¢?

Obecné je ve vysledcich skoda, Ze je pfilis velky rozptyl jednotlivych vzorkd, jsou pfilis velké
standardni odchylky. Jak by toto Slo fesit?

Diskuze:

Diskuze podrobné analyzuje vysledky a dava je do kontextu s dostupnou literaturou. V ¢asti tykajici se
dvou moznych subpopulaci neutrofili N1 a N2 by bylo dobré tuto hypotézu experimentalné
otestovat. Jak je moZné experimentalné odliSit N1 a N2 populaci?

Celkové se mi prace Markéty Kolarové velmi libila a doporucuiji ji k obhajobé. navrhuji znamku 1.

V Ceskych Budé&jovicich, 12.5.2015




