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POSUDOK NA DIPLOMOVU PRACU Bc. Matii$a Otrubu s nazvom: ,,Makrofagy selektivné
rozpoznavaji mechanicky zpiisobenou smrt’ melanomovych bunék a spousteji produkci
CXCL10%.

Predlozend diplomova praca (DP) je zamerana na identifikdciu nového mechanizmu vyvolania
bunkovej smrti za uc¢elom jeho potencidlneho vyuzitia pri liecbe melandmovych metastaz. Konkrétne
sa jedna o vyuzitie pozorovania, Ze eliminacia proteinu CLASP1, ktory je potrebny pre stabilizaciu
mikrotutularneho cytoskeletu, spdésobuje smrt’ metastdz nadorovych buniek melanému vyvolanu
mechanickym stresom. Vzhladom k predikcii, Ze takto vyvolana bunkova smrt’ je imunogenicka,
hlavnym cielom predlozenej prace bolo zistit’ ¢i makrofagy exponované tomuto typu mechanicky
spOsobenej bunkovej smrti (stanovuje sa odozva makrofagov na supernantant derivovany
z melandémovych buniek vystavenych fyzickému tlaku) vyvolaju zapalovil cytokinova odpoved vo
forme produkcie CXCL10, ktora sa bude odliSovat’ od odpovedi na bunkovu smrt’ chemoterapeuticku,
tj. farmakologicky spustenu apoptozu.

Po formaélnej stranke je DP v zhode s doporu¢enymi parametrami, obsahuje abstrakt, literarny prehl’ad,
ciele DP, material a metody, vysledky, diskusiu, zaver s planmi do budicna, suplement, a zoznam
pouzitej literatury. Podla dostupnych informacii sa jedna o pracu, ktord bola vypracovana v ramci
pobytu Erasmus na zahrani¢nom pravisku, v laboratériu Dr. Larisi Labzin, Univerzita v Queenslandu,
v Australii. Praica ma podl'a méjho ndzoru mnohé silné stranky, ale zaroveil musim konStatovat’, Ze
tiez trpi mnohymi nedostatkami, ktoré¢ uvadzam nizsie.

Pozitiva diplomovej prace: velmi ocefiujem snahu Studenta vypracovat DP na zvucnom
zahrani¢nom pracovisku, zvolit' si ndronu a nie prili§ prebadanti tému s potencidlnym rizikom
neuspechu ako i obmedznej moznosti konzulticii s australskym Skolitelom pri spisovani DP po
navrate na domovskl univerzitu v Prahe. TaktieZ ocefiujem mnozstvo metod, ktoré sa Matas Otruba
musel naucit vo vymedzenom case za ucelom vykonania opisanych experimentov ako aj jeho
schopnost’ komunikovat’ a spolupracovat’ s vedeckym kolektivom na zahrani¢énom pracovisku. Taktiez
musim konstatovat’, Ze hlavna myslienka a ciele DP su relativne nové a potencialne vel'mi prinosné,
praca po jazykovej stranke (napisand v anglictine) je Ctiva a zrozumitelna.

Negativa diplomovej prace:

-nazov diplomovej prace neodraza objektivne dosiahnuté vysledky prace. Odhliadnuc od faktu, ze
cesky a anglicky nazov prace sa odliSuju v dolezitom aspekte (Cesky nazov postrada cast o CLASP
proteinoch ako sucasti tejto Stadie), nie je uplne jasné, Co v kontexte nazvu znamena slovo
,selektivne a ¢i vobec na zédklade predloZzenych vysledkov, ktoré nemaju Zziadnu validovanu
Statisticku analyzu takyto ndzov je mozné pouzit. Ovela vhodnejsi by bol napriklad nazov ,,Pilotna
Studia terapeuticky vyuzitelného mechanizmu imunogenickej smrti metastdzovaneho melandému*.

-Acknowledgment by mohol obsahovat’ zmienku okolnosti, za ktorych bola praca vypracovana, tj.
Erasmus, 1-ro¢né stdz na zahrani¢nom pracovisku, pripadne kto konkrétne pomohol s dokoncenim
experimentalnej prace po navrate do Prahy, kto poskytol konzultacie na katedre, atd’.

-literarny prehlad:

-chyba mu uvodna pasaz, ktora citatela uvedie do problematiky melandémovych nadorov a ich
imunoterapie. Zacat' literarny prehl'ad podkapitolou ,,BRAFV600E/K mutation” je prekvapivé a
trochu mimo kontext tvodu do predlozenej problematiky;
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-Casto sa tu nachddzaju vetné spojenia a vyrazy, ktoré postradaju zmysel a Citatel’ si musi domysliet’ ¢o
tym asi autor mienil. Ako priklad uvediem len par prikladov:, strana 2, “BRAF gene.....was identified
as a driver mutation constitutively activated...”, strana 4: ,,...migration is mainly restricted to the

13

nucleus...”, strana 9: BAX je oznafeny ako pro-apoptoticky protein, a opar viet nizSie, ako anti-
apoptoticky;

-na mnohych miestach chybaju referencie, na ktoré by sa mal autor vo svojich tvrdeniach odvolavat’;
-d’alsim negativom tejto Casti DP je fakt, Ze literarny prehl'ad, ktory si doslova ziada ilustracie pre
lepSie pochopenie danej problematiky, ziadnu ilustraciu neposkytuje (okrem Figure S1, ale ten je na
konci kapitoly, je metodicky, a mal by byt umiestneny v kapitole 3, kde st definované ciele tejto DP).
-asi najvacsim prekvapenim je misinterpretdcia nazvu proteinov na ktoré je praca zamerana, tj
CLASPs, ktoré autor uvadza ako ,,Cytoplasmic Linker-Associated Proteins®, ¢o je podla dostupne;j
literatiry nespravne. NavysSe funkcia tychto proteinov nie je opisana dostato¢ne, autor ani neuvadza,
ze existuju CLASP1 a CLASP2 proteiny, ako sa odliSuju a akua maju Specificki funkciu v kontexte

prezentovanej prace.

Ciele diplomovej prace nie su presne definované. Konkrétne, st formulované ovela vseobecnejsie
v porovnani s tym na aké ciele su experimenty nastavené. Napriklad, ciel 1 a 2 si dava za tlohu
determinovat odpoved’ makrofigov na dva typy bunkovej smrti u melanémovej bunecnej linie.
V reale sa sleduje len CXCL10 produkcia makrofagov a nie celd odpoved’, na to by musel autor pouzit’
iné metodické pristupy. Ciele 3, 4 a 5 v podstate neboli experimentalne naplnené vobec, alebo len
uplne marginalne, ale bez zjavného vysledku. Navyse, pricinné zdévodnenie metodickych postupov
v stanovenych ciel'och 3 a 4 chyba.

Kapitola Metédy: niektoré udaje st uvedené nespravne, napriklad pévod bunecnej linie U-251 MG.
Dalej, nie je jasné, pre¢o pouzité dozy LPS (1000, 100 a 1 ng/ml) nezahffiaji aj 10ng/ml? Procedira
opisujuca fyzické stlaenie melandmovych buniek nie je popisana dostato¢ne na pochopenie okolnosti,
ktoré¢ vo vysledku navodia ich imunogénnu smrt. Metodicky popis ako bol supernatant ziskany a
preneseny z melanomovych buniek na makrofagy je tiplne vynechany. Toto je velmi dolezité pretoze
sa jedna o transfer molekul a bunkovych subkompartmentov, ktoré by mali aktivovat’ makrofagy a je
preto dolezité vediet’ ako bol supernatant manipulovany.

Vysledky:

Je obtiazne sa vyjadrovat’ k dosiahnutym vysledkom a ich interpretécii pre nasledujuce dovody:
-vSetky vysledky, az na jednu vynimku, boli ziskané z jednotlivych experimentov, ktoré vSak
predstavuju len jeden jediny biologicky replikat vykonany v troch, dvoch, resp. v jednom technickom
replikate. Vysledky biologickych experimentov, ktoré nemaju aspon tri biologické replikdty na
ktorych sa d4 vykonat® Stasticka analyza, je nemozné hodnotit’ z hladiska biologického vyznamu. Ako
nazorny priklad uvddzam namerané hladiny produkcie CXCL10 v kontrolnej vzorke makrofagov
uvedené v tejto praci, ktoré neboli nijako ovplyvnené a manipulované, tj ,,No supernatant transferred*
kde namerané koncentracie CXCL10 sa v nezavislych experimentoch pohybuju od cca 100 pg/ml az
do 550pg/ml (Fig.3, Fig.4 a Fig. S8). Takato enormna variabilita ,,readout-u® znemoziuje, aby bolo
mozné vysledky biologicky interpretovat’.

-Vysledky prezentované v Fig.4, ktoré boli ziskané z troch nezavislych experimentov postradaji
Statisticku analyzu a tak st interpretacne kompromitované. Navyse tiez poukazuju na rozsiahle vykyvy
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pri merani CXCL10, kde ich vysoka hladina je pozorovana aj na komprimovanych melanomovych
bunkach s kontrolnou shRNA (Fig.4C, control shRNA, blue bar).

-Fig.10, vzorka MEL NT taktiez poukazuje na nejednoznacnost pouzitého experimentalneho systému
a nutnost’ viacnasobného a nezdvislého opakovania experimentov pre ich jednozna¢nu interpretaciu a
déveryhodnu S$tatisticki analyzu. Pre interpretaciu vysledkov je taktiez nevyhnutné ku kazdému
experimentu dolozit’ ti€innost” downregulacie CLASP1 proteinu, €o v tejto praci chyba. Sdm autor
v diskusii uvadza, Ze je nevyhnutnd kontrola kvality experimentalnych protokolov a ich zloziek, ktoré
vSak zjavne neboli vzdy uplatnené pocas vykonévania predlozenych experimentov.

-mohli by ste vysvetlit' ako ste dosli k ¢islam, ktoré ukazuju, Zze percento zivych buniek v kultare
(napr. Figure S6) dosahuje az 150%? Nemalo by toto ¢islo dosiahnut maximalnu hodnotu 100%?

Diskusia

Vzhladom k faktu, Ze biologicka interpretacia predlozenych ziskanych dat je nemoznd, je diskusia
zavadzajuca. Autor sice vysledky diskutuje sprehl'adom a celkom logicky, avSak nijak sa
nepozastavuje nad moznostou ich chybnej interpreticie z dovodu nespolahlivych a statisticky
neoveritelnych dat. Tato praca by sa dala povazovat’ za pilotny experiment, ktory je nutné potvrdit’
alebo vyvréatit' d’al$imi experimentami. Autor by sa mal v diskusii zamerat’ na tieto aspekty prace a
diskutovat’ opatrenia na sprisnenie kontroly kvality experimentadlnych protokolov, ako to sam
navrhuje. Z tohto dévodu som uz v uvode mdjho hodnotenia navrhol, aby praca zmenila svoj nazov.

Zaver

Napriek metodickym, interpretatnym a formalnym obmedzeniam predlozenej prace musim
vyzdvihnut, ze diplomant musel zvladnut niekolko doélezitych a casto pouzivanych metod
imunologického vyskumu. Vzhladom k hybridnej forme vypracovania tejto DP je vel'mi dolezité
posudit, do akej miery jej nedostatky, ktoré¢ som tu vymenoval, si vysledkom nedostatocnej
komunikacie medzi autorom a veducim Skolitelom a zastupcami katedry, ktori st vSetci do urCitej
miery zodpovedni za dohl'ad, konzultacie a odborni pomoc Studentom pocas vykonavania DP. Tieto
aspekty bude potrebné vyjasnit pocas obhajoby. Tiez bude velmi zalezat, ako sa uchdza¢ o
magistersky titul popasuje s obhajobou svojej prace, kritikou oponenta a odpoved’ami na jeho otazky
ako i1 otdzky z pléna. Konecné hodnotenie se bude urcite odvijat’ od kvality obhajoby a vyjasnenia
podielu diplomanta na nedostatkoch v jeho predlozenej DP.

K praci mam niekol’ko dopliiujticich otazok:

1. Mohli by ste stru¢ne opisat, akd bola Vasa kontribucia v danom projekte, ktoré experimenty
ste vy sam vykonal, pri ktorych experimentoch Vam pomahali ¢lenovia hostitel'ského
laboratdria, a ktoré ste nevykonal?

2. Aké su dokazy a indicie, ze Vami aplikovana fyzicka kompresia melandémovych buniek vedie
v nepritomnosti CLASP1 proteinu k roztrhnutiu bunky a vyliatiu jej obsahu do okolia?

3. Mate nejaky dokaz, ze melandmové metastazy su vystavené enormnému fyzikalnemu tlaku
okolitymi bunkami? Mate v plane nejaky experiment kde spravnost tejto tézy overite a
dokazete, ze v podmienkach in vivo, v nepritomnost CLASPI1, tieto metastazy naozaj
dezintegruju a teda st neschopné metastazovat? Tento tlak musi predsa pdsobit’ na kazdu
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buitku v danom prostredi rovnako? Akéa je potom cesta k Specifickej inhibicii funkcnosti
CLASP1 v metastazovanych melanomoch, aby to nezasiahlo okolité zdravé bunky a tkaniva?

4. Nie je jasné, preco ste sa rozhodli vykonat' funkény experiment s ctDNA? Mdbzte vysvetlit
logické suvislosti? ctDNA nemoze adekvatne prezentovat Struktaru DNA potencialne
uvol'nenu z prasknutej melanémovej bunky.

5. Preco ste si zmnohych moznych parametrov vybrali CXCL10 a neskusili ste robustnejsie
metddy na odhalenie celkovej imunitnej odpovedi u makrofagov?

6. Mohli by ste ndm opisat’ cestu zrodu tejto DP, so zameranim sa na komunikaciu s Vasou
Skolitelkou po néavrate do Prahy? Akym spOsobom ste zapracovali komentare a kritiku zo
strany pedagogického zboru katedry ¢i uz pocas prezenticie prace na semindroch, alebo
osobnych schodzkach? Myslite si, ze sa Vam dostala Zziadand a dostatocnd podpora pri
spisovani DP? Ziadal ste o nejaké dodatoéné konzultacie &lenov katedry alebo inych
vedeckych pracovnikov mimo katedru?
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