Oponentni posudek magisterské diplomové prace

Bc. Denisa Sviackovi: Studium mechanismii pisobici pi nadorové
imunoterapii zalozené na instalaci ligandu fagocytarnich receptori na
povrch maédorovych bunék.

(73 stran textu, 105 citaci, 69 obrazkii véetné histogramii, 1 tabulka v textu)

PredloZzena prace mé obecné za cil hledani cesty k nejvhodnéjsi nadorové imunoterapii, ktera
bude G&¢inna v humanni. Toto zadani je z védeckého hlediska optimalni- mifi na relativné
vysoké cile, vyzkum je dostategné pritkopnicky (hyt’ navazuje na praci tymu Skolitele), téma
je také dostatené atraktivni, metody dostupné a pedevsim vysledky jsou potencialné dulezité
pro medicinu v navaznosti na zdravi ¢lovéka. Problematika nadori (specielné melanomil) je
v soucasné dobé vic nez aktualni, nebot’ jejich vyskyt v lidské populaci stoupa i ptes vyrazné
pokroky moderni mediciny. Jakykoliv pokrok v této oblasti ma pro ¢lovéka velky vyznam.

Denisa Svackova nas v Gvodni ¢asti komplexné (na 27 stranach) uvadi- krok za krokem-
do celé problematiky. Cely tento Givod doplnila autorka 9 pfevzatymi obrazky (zdroj kazdého
obréazku je tadné citovan), coz je u tohoto typu préace- pro porozuméni naro¢né problematice-
vyhodou,

Cile prace (viz vy3e) si autorka dala dosti vysoke, ale dosazitelné. Velkou vyhodou je zde
nasazeni klasickych histologickych technik, které umoZnily dostatetné vyhodnoceni sloZitych
experiment.

Kapitola "Material a metody" podrobné& popisuje na 10 strankach vechny pouZité techniky
a to jak tykajici se pokusnych my$i, chemikalii, pfipravy nadorovych bunék B16- F10 pro
pouziti in vivo, pfipravy terapeutickych latek pro in vivo experimenty, pfipravy
histologickych preparatt a jejich vyhodnoceni, tak mé&feni a vypolet velikosti nadori, pocitani
plicnich metastaz a statistické vyhodnoceni vysledkii. Histologické techniky jsou dobie
vybrany a podle obrazki i dostate¢né provedeny (pro budouci pokratovani studia této
problematiky bych doporu¢il relativné jednoduché techniky transmisni elektronové
mikroskopie eventualné jako ,,vys§8i tfidu” imunoelektronovou mikroskopii) . Nakonec jsou
popsany jednotlivé experimenty. V téch je pouZito od 24 do 51 exemplaii my$i coz je pro
zachyceni pfipadné biologické variability (i pro statistické vyhodnoceni vysledki) dostatetné.




V kapitolach "Vysledky" (na 18 stranach vCetné obrazki) a , Diskuse® (6 strany) Denisa
Svackova predklada a komentuje to, ¢eho se ji podafilo v diplomové praci dosahnout, pritemz
podotyka Ze prace navazuje na piedchozi vyzkumy provedené na Katedfe medicinské biologie (a
které byly zamé&feny na nadorovou imunoterapii s vyuZitim vrozené imunity). Uspornym
jazykem pfedstavuje vysledky, vyhodnocuje je a diskutuje. Vysoce hodnotim jak
experimentalni &ast prace tykajici se nadorfl, tak histologické vyhodnoceni experimentti
(podpofené originalnimi histologickymi obrazky). Autorka konstatovala, Ze histologickym
vyhodnocenim lze ziskat obraz mikroprostfedi nadoru, kde pak je mozné vidét v ase postupujici
degradaci tkané. Upozoriiuje ale, Ze nelze rozpoznat vSechny typy bunék- NK buiiky, dendritické
buiiky, popfipadé Tc- lymfocyty tak, jako dokaze pritokova cytometrie. Sama si uvédomuje
vhodnost pouziti imunohistochemického zpracovani (a ja piipominam vyhody imunoelektronové
mikroskopie jak uz jsem zminil vy3e).

V zaveérech prace Denisa Svackova konstatuje, Ze Flagelin a Pam3CSK4 se neosvédCily
jako vhodna nahrada LPS v nadorové terapii zaloZené na kombinaci TLR agonistli se
stimulaci fagocytézy. V kombinaci s mananem- BAM byly viak u¢inné proti vzniku
metastaz, coz si vysveétluje stimulaci vyzravani dendritickych bun€k a tedy spojenim vrozené
a ziskané imunity. Nebyly zjiStény zasadni rozdily mezi pouzitim volné &i vazané Listeria
monocytogenes pro uely nadorové imunoterapie. Podatilo se dosahnout dalSich uspéchi (viz
zavery jeji prace). V neposledni fadé je dilezité, Ze se fotografiemi histologickych preparati
podafilo zdokumentovat typické rysy neléené¢ho melanomu i typické nalezy po imunoterapii
pomoci smési Listeriamonocytogenes-SMCC, manan-SMCC, R-848 a POLY [:C. Mohu tedy
konstatovat, Ze se cile prace podafilo spinit. Hodnotim také aktualnost tématu a vyznam
vysledkii pro sméfovani dalsich vyzkumi v oboru imunoterapie nadord.

Seznam literatury obsahuje 105 citaci (odpovidajicich mezindrodnimu standardu)
pokryvajicich aktualni stav oboru, Prace je zakondena piilohou s obrazky.

Musim konstatovat, Ze jsem v praci nenasel zavazné chyby a ne.dostatky, které by zasadné
snizovaly trovefi prace. Drobné nepfesnosti a gramatické chyby jsem se rozhod! nediskutovat
nebot’ zde nehraji velkou roli a nesnizuji vysokou troven této diplomové prace. Samoziejmé
doporutuji praci k opublikovani ve védeckém Casopise (nejspis po upfesnéni nékterych

partif).

Zavér
V celkovém hodnoceni ptedlozené magisterské prace mohu konstatovat, ze Denisa Svackova

problematiku zvladla a splnila v8echna kritéria PfF JU na magisterskou praci. Studentka zde




prokazala schopnost samostatné védecké prace i na obtizné tématice. Praci Be. Denisy
Svackové: ,,Studium mechanismu pusobici pii nadorové imunoterapii zalozené na
instalaci liganda fagocytarnich receptorii na povrch naderovych bunék® doporuduji

prijmout jako magisterskou diplomovou praci.

Ptk Aifs

Doc.RNDr FrantiSek Weyda,CSc,

Ptirodovédecka fakulta JEU (katedra medicinské biologie)
Ceské Budgjovice, 22. kvétna 2016




OPONENTSKY POSUDEK NA DIPLOMOVOU PRACI
Nazev prace:

STUDIUM MECHANISMU PUSOBICiCH PRI NADOROVE IMUNOTERAPII ZALOZENE NA INSTALACI
LIGANDU FAGOCYTARNICH RECEPTORU NA POVRCH NADOROVYCH BUNEK

Autor prace: Bc. Denisa Svackova

Oponent: Ing. Eva Pokorna, CSc.

PfedloZena prdce navazuje na fadu pfedchozich praci, které hledaji optimalni cestu k vyuZiti
imunoterapie v onkologii. Byly testovany kombinace a mechanismy, které jsou zaloZeny na instalaci
ligandl fagocytdrnich receptor( na povrch nadorovych bunék. Cilem tohoto hledani je objevit
takovou kombinaci, kterd by byla vysoce G¢inna a soucasné netoxicka pro ¢lovéka. Tato prace
pfispéla dalSim dilem k dosaZeni vy$e uvedeného cile.

Imunoterapie nadord je téma velmi aktudlni, protoZe na rozdil nap¥. od bé&Zné uZivané chemoterapie
se jednd o Ié¢bu bez nezadoucich vedlejsich Gcinki a tedy pro organizmus neagresivni.

Soubor prostudované literatury je vyCerpavajici a dostate¢né vyuZity v Gvodu i v diskuzi. Viechny
Casti prace jsou dobfe zpracované, sefazené ve spravném poradi a splfiuji véechny formalni
pozadavky kladené na odbornou praci.

Pochvala za:

1) Velmi pékné napsanou diskuzi.
2) Zajimavou histologickou analyzu, kterd podrobné zkouma vyvoj Ié¢eného a neléceného
melanomu. '

K praci mdm nasledujici pripominky:

1) V préci je pouZita fada velmi sloZitych latek s komplikovanymi nazvy. | kdy? si v Uvodu
precteme fakta o jednotlivych latkach, velmi Spatné se ndam, ktefi tyto latky bézné
nepouZzivame, z toho dafi pochopit, pro¢ pravé danou kombinaci jste poutzili. Myslim, Ze by
bylo dobré zafadit navic kapitolu ¢i odstavec, ktery jasné a srozumitelné vysvétli, pro€ jste
vybrali kterou kombinaci a proc pravé v poradi, které popisujete. Jaka je mezi nimi souvislost,
kdyZ podle nazvl testovanych latek se obcas zda, Ze spolu nesouvisi.

2) Zdalo by se mi srozumitelnéjsi, kdybyste nejprve na zakladé testovani vybrali nejucinné;si
kombinaci imunoterapie a potom ji dikladné otestovali, tj. napf. vyhodnotili dobu preZiti i
incidenci metastaz v dobé umrti a u stejné IéCby provedli v dalSim kroku i histologickou
analyzu. Neni mi jasné, pro¢ se nékdy pocitaly metastazy a nékdy sledovalo preZiti a pro¢
pravé jina kombinace byla poufZita pro histologickou analyzu.

3) Graf obr. 12 a graf obr. 15: neni mi jasné, jak vznikl sloupec K — PBS. Z kapitoly Materialy a
metody vime, Ze v kontrolni skupiné K bylo vzdy 5 mysi. Pokud tedy vyhodnocujeme v %
incidenci metastaz, muiZe nam vyjit pouze 0, 20, 40, 60, 80 ¢i 100%. U skupiny K ale vyslo 75%
u obou pokust (€. 1i €. 2). Z toho myslim vyplyva, Ze zde byly hodnoceny jen 4 mysi a u tfi se




4)

nasly metastazy. Ale o umrti paté mysi, nebo proc byly vyhodnocovény jen ¢tyfi mysi, neni
v praci nikde Zadné vysvétleni. MizZete toto vysvétlit?

Prace obsahuje bézné mnoiZstvi preklept a chyb v ¢estiné, nékdy i chyby hrubé. Chyba je
dokonce i v nazvu prace, kde by se vyskytovat neméla (namisto pusobici by mélo byt
pusobicich).

K praci mam nasledujici otazky:

1)

2)

3)

4)

5)

6)
7)

Zavér:

MduzZete lépe vysvétlit, proc se pouziva redukéni Cinidlo (jen velmi struéné je to popsano

v kapitole Materidly a metody).

Podle ¢eho jste provadéli plan pokust, napf. pro¢ byly u pokust 1 a 2 vyhodnocovany
metastazy a u 3 a 4 doba preZiti? Proc jste pfi sledovani preZiti nespocitali rovnou i pocet
metastdaz v plicich. Pokud se to provede u mrtvé mysi do asi 48 hod, da se to jesté
vyhodnotit.

Podle ¢eho jste urcili dny, ve kterych ma byt podéavana ucinna latka u jednotlivych
experimentu tak, aby byl G¢inek co nejvyssi?

Dovedete vysvétlit, pro¢ kombinace Pam3CSK 4-BAM podporuje rust nadoru, ale soucasné
inhibuje tvorbu metastaz? Totéz pak plati pro kombinaci Flagelin-BAM. Caste&né to
vysvétlujete v Diskuzi (3.odstavec na str. 58), ale toto nevysvétluje pro¢ nekoreluje plsobeni
na rst nadoru a na tvorbu metastaz.

Zkouseli jste histologicky analyzovat plicni metastazy? Myslite si, Ze histologickd analyza by se
shodovala s histologickou analyzou nadoru?

Jsou latky R 848 (resiquimod), manan-BAM, i Listeria SMCC zcela bezpecné pro ¢lovéka?
Muzete shrnout z vysledk( Vasich kolegyn, jestli se uz podafilo G¢inné nahradit LPS néjakou
jinou, pro ¢lovéka netoxickou latkou?

Jednd se o velmi zajimavou a dobfe zpracovanou préci. Autorka prokdzala, Ze je schopnd samostatné
fesit zadanou problematiku po strance teoretické i praktické. Proto doporucuji, aby predloZena prace
byla prijata k obhajobé a hodnocena znamkou ,,vyborna“.

V Praze dne 22.5.2016 Ing. Eva Pokornd, CSc.




