Oponentsky posudek na diplomovou préci Bc. Ladislava Sivaka “ Polymeric conjugates for delivery of
cytostatic drugs and ABC transporters inhibitors in multidrug resistant tumors_” v rémci magisterského
studia na Prirodovédecké fakulté UK

Diplomovd4 prace Bc. Ladislava Sivdka se zabyva aktudlnim tématem, nddorovou rezistenci a
moznostmi jejiho ovlivnéni v nddorech vykazujicich mnohocetnou rezistenci. Vyvin naddorové rezistence
v priibéhu 1é¢by chemoterapii pfedstavuje zasadni problém, téma je tedy velmi aktudlni a klinicky
relevantni. Autor se ve své diplomové praci zaméfil na vytvoreni a testovani polymernich nosicl, na néz
je navdazana vlastni aktivni latka (doxorubicin) a zaroveri Ize soucasné navézat i modifikované inhibitory
ABC transportérd, které blokuji schopnost ,,pumpovani cizorodych latek ven z nadorovych bunék.

Formalni kvalita pfedloZené prace
Préce je po formalni strance velmi dobre zpracovana.

Jazyk

Prace je psana v angli¢tiné, coz hodnotim velmi pozitivné. Prace je napsana srozumitelné, i kdyZ se v textu
ob&as objevuji nepFesnosti, preklepy a formulaéni chyby. Napfiklad pouZiti vyrazu“alternated” na str. 23
misto zamysleného ,altered”, ¢i na strané 36 pak zifejma chyba, kdy jsou uvedena dvé slovesa ,are be”.
Autor také ¢asto volné zaméfuje vyraz ratio za ration. V prdci se vyskytlo par faktickych nepresnosti, napf.
formulace ,, It is well known, that cancer often express” na str. 40, kdy bylo zamysleno zfejmé ,cancer
cells often express”. Kazdopadné se tyto drobné chyby daji pochopit a kvalitu prace v celkovém souhrnu
nerusi.

Hodnoceni jednotlivych ¢éasti diplomové prace

1) Literdarni uvod
V prvni &asti diplomové préace jsou vcelku zdafile shrnuty poznatky o molekularnich mechanismech
rezistence a jednotlivych proteinech, které se na tomto fenotypu podileji. Dle mého nézoru by bylo
ptinosné zafadit do Gvodu tabulku se shrnutim jednotlivych ABC transportért a jejich substratd. Nicméné
literarni Uvod, ktery je popsédn na 32 strandch, povazuji za zcela dostateény a oceriuji hojné pouziti
obrazkd, které prehledné ilustruji danou problematiku.

2) Cile prdce
Cile préce jsou jasné shrnuty do tfi bodl, které si kladou za cil zmapovat expresi vybranych ABC
transportérd v daném experimentalnim modelu, sledovani biologické aktivity vybranych inhibitord ABC
transportérd (reversin 121, reversin 205, ritonavir) a tietim bodem je pak vytvoreni polymernich nosicd
s navazanou cytostatickou a inhibi¢ni slozkou a testovani jejich toxicity a biologické aktivity.

3) Metody
Metody zahrnuji stanoveni hladin proteint pomoci western blotu, méfeni bunééné proliferace pomoci *H
thymidinu, stanoveni ABC transportérové aktivity pomoci calceinu a také detekce apoptdzy pomoci
annexinového barveni a FACS analyzy. Pfestoze Skala pouzitych metod neni ohromuijici, je vyvézena velkou
kvantitou proliferaénich méreni, kdy vysledky ziskanych méreni zabiraji plnych 40 stran.



4) Vysledky a Diskuse

Ve vysledcich nalezneme 17 obréazk( a 5 tabulek, které obsahuji dostateéné mnoZstvi experimentdlnich
dat pro vyvozeni odpovidajicich zavérd. Vlastni kvalita prezentovanych vysledka je velmi dobra a svédéi o
zvladnuti pouZitych metod. Diskuse pak spojuje vyhodnoceni namérenych dat se znamymi a
publikovanymi skute¢nostmi a vyvozuje z nich opodstatnéné zavéry, coz svéd¢i o schopnosti autora
nastudovat literarni prameny a dat je do souvislosti s jevy pozorovanymiv jeho experimentalnim systému.
Nicméné vzhledem k mnozstvi ziskanych dat by diskuse mohla byt SirSi nez necelé t¥i strany. Obecné
shrnuti ziskanych vysledk( a jejich zhodnoceni je vsak vcelku detailné popsano v zavéru prace. Velmi
pozitivné hodnotim fakt, Ze autorem ziskand data jiz byla pouzita jako zaklad publikace v ¢asopise
Biomacromolecules s IF 5.788.

Dalsi pfipominky a otazky:

1) Pouzity model mySich P388 a P388/MDR bunék je zcela jisté funkénim a validnim modelem,
nicméné se jedna o buriky mysi. Jaky méli autofi divod pouzivat pouze mysi linii a nepouzit jesté
néjakou dalsi, naptiklad lidskou linii a od ni odvozeny rezistentni klon?

2) Poutzité polymery vykazuji relativné nizkou toxicitu a alespon nékteré derivaty ABC transportért
vykazuji vyrazny senzitizujici efekt. Nicméné situace in vitro a in vivo je dosti odlisna a vzhledem
k mechanismu koncentrace polymerné vazanych léCiv v nadoru pomoci tzv. EPR efektu mohou
byt data ziskand in vivo dosti odlidnd od dat ziskanych in vitro. Planuji autofi néjaké preklinické
testovani vybranych konjugati na mysich modelech a za pouziti nap¥. solidnich nadora?

3) Obrazky reprezentujici testovani vlivu latek na bunécnou proliferaci jsou pro mé uspofadany
divod?

4) Exprese konkrétnich ABC transportérd stanovena pomoci western blotu je dle mého néazoru
relevantni jen pro Pgp, kde autor skutecné detekuje prouzek o dané molekulové hmotnosti.
Nicméné pri detekci MRP1 a BCRP/ABCG2 je autor neuspésny a denzitometrické vyhodnoceni ve
formé grafd je, dle mého ndzoru, nespravné. Pokud zde mohu prispét radou, tak u proteinu
ABCG2 se nam osvédcilo poustét SDS-PAGE bez tepelné denaturace vzorku.

5) Pfi vybéru derivat( ritonaviru autofi vybrali derivat MeOhe-RIT jako derivat s nejvyssi ucinnosti
inhibice ABC transportérd, avsak i druhy derivat OHe-RIT vykazoval lepsi vlastnosti nez pGvodni
ritonavir dle testu urcujiciho schopnost ,vypumpovani“ calceinu ven z buriky (Figure 5.4.).
Nicméné pfi testovani hodnot ICso (Table 5.5), které méfi vliv na bunécénou proliferaci, tam je
rozdil v efektivité oproti plvodnimu ritonaviru vyrazné mensi, jak si to autor vysvétluje?

Celkové hodnoceni diplomové prace

Praci hodnotim jako velmi zdafilou a doporucuji ji k obhajobé, autor prokazal, Ze se orientuje ve
védecké literature, je schopen o dané problematice premyslet, provést vlastni experimenty a na jejich
zakladé vyvodit zavéry a také sva zjisténi publikovat. Pfeji autorovi ispésnou obhajobu a mnoho dalsich
uspéchu.

V Praze dne 07.9.2014 Mgr. Jaroslav Truksa Ph.D.
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