Oponentsky posudek na bakalafskou praci Lucie Pad’oukové ,,Studium mechanismi
niadorové imunoterapie zaloZené na kombinaci resiquimodu s kotvenym mananem a jeji
dalSi optimalizace*

Lucie Pad'oukova vypracovala bakalaiskou praci zabyvajici se problematikou imunoterapie
mySiho melanomu a hledanim optimalni kombinace terapeutik. Tento pfistup je ve vyzkumné
skuping Dr. Zenky tspésné zaveden jiz nékolik let a predloZena prace tak pfinasi dalsi cenny
dil do slozité skladacky vztahti imunitniho systému a nadorového bujeni. Uréitym pokusem o
metodické oZiveni prace je pak srovnani dvou zpisobu stanoveni produkce interferonu
gamma (ELISA, intracelularni znaceni pro FACS). Tuto pasaz je tfeba vnimat pouze jako
pilotni studii; spravné pouziti téchto metod bude vyzadovat vétsi propracovanost i zkusenosti
autorky.

Po formalni strance ma predlozena prace o rozsahu 53 stran standardni ¢lenéni. Autorka ma
zjevné nadani psat poutavé a zaujmout i Ctenaie, ktery uz diplomové prace na obdobné téma
¢etl mnohokrat. Na druhou stranu si nelze nevS§imnout Castych formalnich a stylistickych
chyb:

- anglicka stavba vét a nevhodny pieklad (napf. hepatocyty jater, toxicnost misto
toxicita)

- naopak chybégjici pieklad tam, kde je to mozné (napt. permeabilization buffer, absolut
count kulicky)

- prilisna zkratkovitost (z textu na str. 5 a 8 vyplyva, ze CTLA-4 je protilatka, nikoliv
antigen)

- chybéjici kurziva u latinskych rodovych a druhovych jmen

- pouzivani laboratorniho zargonu (napt. mastermix)

- vysvétleni zkratek v textu pomoci znaku ,,.=" neni piili§ vhodné

- nekvalitni Obr. 6.

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

1) Str. 1: Pro¢ maji Zeny vy$$i imrtnost na rakovinu?

2) Str. 5: Pro¢ maji kufacky vétsi riziko vyskytu rakoviny délozniho ¢ipku?

3) Kapitola o vlastnostech nadort je napsana velmi zajimavé; ocefuji napf. zminku o
tom, Ze i benigni nador miZe byt za jistych okolnosti Zivot ohrozujici, na coz se
obvykle zapomina. Skoda jen, Ze v této souvislosti Lucie cituje ucebnici pro stfedni
zdravotni Skoly.

4) Str. 25: Jaka byla vysledna koncentrace nadorovych bunék pro znaceni protilatkami na
FACS?

5) Nastaveni laserti prittokového cytometru (3kalovaci faktor, laser delay apod.) neni
v daném kontextu podstatné. DileZit&j3i je uvést strategii tzv. gatingu, tj. vylouceni
shlukt, rozliseni zivych a mrtvych bunék a piedeviim jakym zpisobem byly
definovany koncové subpopulace bun&k, napi. ze za CTL byly povazovany bunky
CD45" CD3" CD8" atd.




6) Jsou data z pritokového cytometru kompenzovana (tj. bylo zohlednéno piekryvani
emisnich spekter fluochromi)?

7) Na str. 28 je uvedeno, Ze buiky B16-F10 byly usmrceny UV zafenim, kterému byly
vystaveny po dobu 1 hodiny. Jaka byla G¢innost takového zabijeni? Pro¢ nemohly byt
jako zdroj nadorového antigenu pouzity Zivé buriky?

8) V dalsi praci doporucuji pro vétsi piehlednost uvadét piimo v grafech misto ¢&isel
experimentalnich skupin Z — IV. rovnou zkracené nazvy, napt. PBS, Res, Res+Man
atd.

9) Ad stanoveni intracelularniho IFN-y: V seznamu chemikalii neni uvedena protilatka
proti IFN-y. Vystupem méfeni na prutokovém cytometru neni jen procento bunék
nesouci dany marker (IFN-y), ale také relativni mira jeho produkce v jednotkach MFI
(mean fluorescent unit), zjisténa z histogramu. Prosim o doplnéni téchto hodnot pfi
obhajobé. Rovnéz prosim doplnit, z ¢eho jsou vypocitana procenta v Obr. 10 (jinymi
slovy, co predstavuje 100 %). Které dalsi buiiky mohou produkovat IFN-y?

10) Ad ELISA: Opét neni nikde uveden ptesny nazev ELISA kitu. Domnivam se, Ze
citlivost viadu pg/ml je vdne$ni dobé standardni a nemusi byt oznaovana
privlastkem supersenzitivni. V tabulce na str. 31 je chybné uvedeno, Ze se jedna o
desitkové tedéni. Na zakladé ¢eho byl zvolen rozsah kalibra¢ni kiivky? Pokud to
spravné chapu a testované vzorky byly 5x nafedény, pak minimalné u mysi Id byly
hodnoty absorbance mimo kalibra¢ni kiivku, a proto jsou vypoctené koncentrace IFN-
y nevérohodné.

11) Chépu, ze predlozena prace je soucasti dlouhodobého projektu a tudiz v diskuzi je
odkazovano na mnozstvi diplomovych praci Vasich predchiidkyn. Kromé nich jsou
viak diskutovany pouze 2 publikace mimo skupinu Dr. Zenky, coz povazuji za
nedostatecné.

Zavér: Na predlozené bakalafské praci Lucie Pad’oukové oceriuji velky podil experimentalni
prace v laboratofi. Jak jsem zminila vyse, do metodiky detekce cytokini je tieba proniknout
hloubéji a doufam, Ze se tak v budoucnosti stane. Nicméné i pies vyhrady k diskuzi a ostatni
piipominky spliiuje pfedloZena prace vSechny naleZitosti zavérecné prace na Ptirodovédecké
fakulté Jiho¢eské univerzity a doporucuji ji k obhajobé.
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