Oponentsky posudek na bakaldfskou praci Karoliny Holkové:

Optimalizace nadorové imunoterapie zalozené na poutziti.agonistu receptori TLR2, TLR3 a
TLR7 v synergii s kotvenym mananem

Pfedlozend bakalafska prace se zabyva lé¢bou melanomu B16-F10 u mysi prostfednictvim
stimulace &innosti imunitniho systému, coZ je naprosto v souladu s vyzkumnym zamérem autoréina
Skolitele Dr. Zenky. Konkrétné je v této praci jiz osvédéend terapeuticka smés tvofend agonisty Toll-like
receptortl a kotvenym mananem kombinovdna s monoklondini protildtkou proti CTLA-4. Déle je
zkouman vliv rdizného poétu terapeutickych davek na potlaceni ristu nadoru a pFeziti mysi.

Bakaldrska prace je tvofena 53 stranami a je ¢lenéna do standardnich oddila. Cislovéni
jednotlivych kapitol a podkapitol je vSak nelogické. Kupfikladu podkapitoly teoretického uvodu jsou na
stejné urovni Cislovani jako kapitola vysledky nebo kapitola diskuze. Kapitoly zévér &i literatura na
druhou stranu nejsou ¢islovany vibec. V praci déle postrddam seznam pouzitych zkratek. Tento
seznam by byl jisté uZiteCny, nebot v textu se vyskytuje velké mnoistvi zkrdcenych nazv{, z nichz
mnohé nejsou vysvétleny hned, co jsou napoprvé pouzity.

(_ftivost pfedloZené price snizuje pomérné Easty vyskyt neobratnych, mnohdy a? tézko
pochopitelnych formulaci. Jako pfiklad mohou poslouzit véty:

»Nadory malo exprimuji nadorové antigeny, které vedou ke vzniku metastaz.”
- »Tudiz i specifické antigeny jsou jen na nékterych nadorech, na-jinych jsou specifické jinak.”

V textu se rovnéz vyskytuji formulace nevhodné pro odborny styl, napfikiad:

»a tak to pokracuje dokola”
»Bunky se musi nejprve rozmnoiit, vyprodukovat néjaké protilatky a pak teprve se maie néco dit.”

Text obsahuje spiSe mensi mnoZstvi preklepl, na druhou stranu pomérné &asto chybi mezery mezi
slovy. Narazila jsem i na nékolik pravopisnych chyb. Celkové mam dojem, Ze prace byla psana ve spéchu
a autorka neméla dostatek ¢asu na-jazykovou a stylistickou korekturu textu. Délé je vhodné se v éesky
psané praci pokud mozno vyhnout pouzivani anglickych nazvd, tedy napfiklad misto erysipelas by se
mélo psat erysipel a misto Fetal Calf Serum je Iépe psat fetdini teleci sérum.

s v

UVOD na 23 stranach tvofi nejrozsahlej$i ¢ast prace. Autorka v ném uvadi obecné informace o
nadorech, vrozené a ziskané imunité a imunoterapii. Konkrétnéji se vénuje melanomu, imunitnim
kontrolnim bodim a receptoriim rozeznavajicim vzory, zejména pak Toll-like receptorim. Obzviasté
ocefiuji posiedni podkapitolu tivodu, kde je vysvétiena funkce jednotlivych sloZek terapeutické smési
pouZivané v experimentech. Lze konstatovat, Ze teoretickda ¢ast svym obsahem odpovida
experimentalni ¢asti prace. K uvodni ¢asti mam nasledujici vyhrady:

@ Kol. je zkratka kolektivu, tim padem by se na konci méla psat tecka.

Bakalatské ¢i diplomové prace je tfeba citovat, pokud je zmifiovian néjaky konkrétni pfinos

" téchto praci, napfiklad vysledky experimentt. Rozhodné by viak studentské prace nemély byt
zdrojem obecnych informaci, jez Ize ¢erpat z davéryhodnéjsich literarnich zdroju, zejména
plvodnich védeckych publikaci. Tudiz napfiklad prevzeti tabulky | (na str. 21) z bakalarské
prace Karoliny Kvardové je nevhodné.

e Pomocné T lymfocyty neni sprdvné oznalovat jako ,pomocné Th burnky”. Stejné tak
cytotoxické T lymfocyty by nemély byt oznacovany jako ,cytotoxické Tc bunky“ (str. 10).
Podobné by se nemélo psat T regulacni lymfocyty, nybrz regulacni T lymfocyty.

e Slovem opsonizanty (str. 14) jsou pravdépodobné minény opsoniny.

-e . Signdlnim proteinim produkovanym burikami imunitniho systému se v ¢estiné fika cytokiny,
nikoli cytokiny.



e Rodova a druhova jména (napf. Listeria monocytogenes) by se méla psat kurzivou. Totéz plati
i pro dal§|’ odborné terml’ny pFevzaté z Iatiny (in vitro, in vivo, in situ)
receptory organizuji protizanétlivou a antimikrobiaini |mun|tn| odpoved‘, (str. 18) nebo Ze NF-
kB reguluje produkci protizanétlivych chemokin( a cytokind (str. 23).

e V textu chybi odkazy na obrazky. Navic je obrazek 2 ve Spatné kvalité.

CiLE PRACE by dle mého nazoru mohly byt formulovany konkrétnéji.

EXPERIMENTALNI CAST PRACE je postavena na dvou in vivo pokusech ktere zahrnovaly
transplantacn nadorovych bunék, aplikaci terapeutickych ldtek, méfeni velikosti nddor( a sledovani
prezivani mysi. Vysledky obou experiment( znazorfiuje celkem 3est grafu Ke kapltolam material a
metody a vysledky mam nasledupa pfipominky:

e Kapitola material a metody by méla byt psana tak, aby dle instrukci v ni bylo moZné pokusy
kdykoli zopakovat. Proto je vhodné uvadét uZité koncentrace latek, poméry apod. Tyto
informace mi vSak v kapitolach 10.2 a 10.3 chybi. ' ) :
Seznam pouZitych chemikalii neni kompletni.

Vidy je vhodné zminit, zda data jsou v grafech vyjadfena jako primér i tfeba jako median.
Nestaci jen uvést, jaké statistické testy byly pouiity. Také je potfeba sdélit, kdy byl ktery
statisticky test pouiit. Z textu prace mi neni vibec jasné, zda jednocestna ANOVA byla uzivana
jen v pfipadé dat vyjadrenych jako velikost plochy pod kfivkou (AUC) nebo byla uZita jak
v pfipadé dat vyjadrenych jako velikost plochy pod kfivkou, tak i v pFipadé dat vyjadfujicich
zménu velikost nddoru v ¢ase.

,Hladina vyznamnosti byla dosaZzena.” neni z hlediska statistiky spravna formulace.

V ptipadé druhého grafu (obr. 5) by méla byt namisto jednocestné analyzy variance utita
dvoucestna ANOVA. :

o Velkd ¢ast textu na str. 33 patfi spise do diskuze nez do vysledkd.

DISKUZE zabira zhruba 2,5.strany predloZené bakalafské prace. Z toho. na. strané a pul se
autorka vénuje-popisu. vyvoje terapeutické smési pouZivané v obou experimentech. Tento popis. dle
mého nazoru patfi spiSe do uvodu nez do diskuze. Vlastni vysiedky pak autorka diskutuje na jedné
strané a stavi je do kontextu s pouhymi dvéma literarnimi zdroji. BEhem ¢teni prace jsem nikde nenasla
informace o tom, zda se protildtka proti CTLA-4 uiivd (nebo bude uZivat) klécbé pacientd
s melanomem a pokud ano, jakd je ispésnost této terapie. Myslim si, Ze toto by bon vhodné zaradit
aspon do diskuze a srovnat s ne pfili$ vainym Gcinkem protilatky protu CTLA 4 v pokusu ¢.1

Vysledky experimentalni ¢asti prace jsou prehledné shrnuty ve4 bodech v kap_(tole ZAVER. |

Kapitola LITERATURA ¢&ita uctyhodnych 152 literdrnich zdroji. Ztoho 28 literdrnich zdroja
predstavuji ‘uéebnice, slovniky a broZury pro Sirokou vefejnost. Takovymto zdrojam literatury je
vhodné se pokud moZno vyhnout. N&které literarni prameny jsou v textu prace ‘chybné citovany, jiné
jsou zase citovany v textu prace, ale chybu Vv seznamu pouzité literatury (napf. Krej¢ik a Dvofacek, 1978;
Weiner a kol., 2009). Jedna citace v seznamu literatury (Mahla a kol., 2013) je neuplna Pfi uZitém
zplisobu citovéni navic neni tfeba hterarm prameny v seznamu literatury CIsIovat Staci, kdyz jsou
sefazené abecedné.

- | pfes vsechny y\’/ée uvedené vyhrady a pripominky se. domnivam, Ze prace spliiuje naroky
kladené na bakaldfské prace na Piirodovédecké fakulté JihoCeské. univerzity a doporuéuji ji proto
k obhajobé. Na autorku mam nasledujici otazky, které doufam, ze mi béhem obhajoby zodpovi: -

1) Na str. 11 tvrdite, Ze skrze CTLA-4 dochdzi k inhibici aktivity T lymfocytQ. Takté? tvrdite, ze
CTLA-4 je exprimovan na regulaénich T lymfocytech. Jakou roli hraje CTLA-4.v pfipadé
regulaénich- T lymfocytl? Jaky vliiv mGZe mit:pouZiti monoklondlni protildtky proti CTLA-4 na
regulacni T lymfocyty?



2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Jak muze stimulace produkce interferonii typu | napomoci k eliminaci nddorovych bunék?

Na str. 23 piSete, Ze manan byl ukotven na molekuly za pomoci BAM. Jaké molekuly mate na
mysli?

V pokusu €. 2 je ¢tvrta skupina mysi vedena jako kontrolni. Bylo témto mys$im intratumoralné
aplikovéano 50 uL PBS?

Obrézky 4 a 7 zndzorfiuji zménu objemu nddoru v ¢ase u Etyf rizné lééenych skupin mysi. Byl
uZit néjaky statisticky test k hodnoceni rozdild ve velikosti nddoru mezi jednotlivymi skupinami
my3i? Pokud ne, jaky statisticky test by bylo vhodné na takovyto typ dat pouZit?

Byl zjistén statisticky signifikantni rozdil mezi skupinami R-848 + POLY |:C + manan-BAM + LTA
a R-848 + POLY I:C + manan-BAM + LTA + anti-CTLA-4? Jakd byla dosaZena hladina vyznamnosti
(p)? Pokud rozdil mezi obéma skupinami mysi nevysel statisticky priikazné, co to znamena?

Na str. 36 tvrdite, Ze kombinace smési s protildtkou proti CTLA-4 vedle k vétsi redukci
nadorového ristu nei protildtka proti CTLA-4 samotnd a Ze predpokladate, Ze toto je
zpusobeno depleci regula¢nich T lymfocyt(, kterou vyvolala pravé protildtka proti CTLA-4. Je
ale toto tvrzeni opravdu spravné?

Na str. 37 uvadite, Ze: ,,Minimalni pocet terapeutickych pulz( jsou dva. Je to dano tim, Ze aby

se mohla zapojit ziskand imunita, je tfeba my$ nevakcinovat vlastnim nadorem.“ Mohla byste
toto tvrzeni vysvétlit?

V Ceskych Budé&jovicich dne 15. 5. 2018
Mgr. Adéla Chlastakova
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