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Predlozena dizerta¢ni prace je vypracovana na vysoce aktudlni téma a je koncipovana
jako soubor 10 pavodnich praci publikovanych ve vyznamnych zahrani¢nich védeckych
¢asopisech (Journal of Controlled Release; Pharmaceutical Research; Cancer Immunology
Immunotherapy) doplnény tvodem, cili dizertaéni prace, komentafem k dosazenym

vysledkiim a seznamem pouzitych literarnich zdroja.

Uvod shrnuje soudasné poznatky 0 chemoterapii rakoviny, uvadi nové piistupy
k jejimu zefektivnéni, charakterizuje selektivni nizkomolekularni protinadorova 1é¢iva, 1é¢iva
smérovana ligandem jako jsou imunotoxiny, imunokonjugaty, radioimunoterapeutika,
protilatkami ftizena terapeutika Senzymem a prolééivem, vysokomolekularni Ilékové
transportni systémy a znich zejména proléCiva zalozend na HPMA nesmérovaného i
smérovan¢ho typu. Okrajové jsou zminény 1 jiné systémy, napf. dendrimery, lipozomy,
emulze, pevné lipidové nanosféry, micely a samovolné se formujici nanoc¢astice a polymerové

nanocastice. Tato kapitola cituje 299 literarnich zdrojii z posledni doby.

Experimentalni prace se soustied’uje na polymerni léciva s HPMA, jejichz testovanim
se pracovisté dlouhodobé zabyvé a dosahuje v této oblasti vynikajicich vysledkl. Léciva byla
syntetizovana V Laboratofi biomedicinalnich polymerti Ustavu makromolekularni chemie
AVCR, se kterou Mikrobiologicky tstav uzce spolupracuje. Pro dizertaéni praci M. Sirové
byly stanoveny ctyii dil¢i cile, tj. (i) pfispét k pilotni klinické studii pacientek
s generalizovanym karcinomem mlécné zlazy a testovat aktivitu pfirozenych zabijecskych
bunék; (i1) studovat protinadorovou aktivitu konjugatu HPMA s doxorubicinem a lidskym
imunoglobulinem navazanym prostfednictvim tetrapeptidové spojky GLFG (DoxAM- PHPMA
— Hulg), ktery byl navrzen pro klinickou studii na experimentdlnim mySim nadorovém

modelu (lymfomu EL4, karcinomu mamy 4T1 a dal$ich); (iii) pfispét k preklinickému vyvoji



konjugatu HPMA s doxorubicinem s vazbou citlivou na pH, ovétit a¢innost in vivo, sledovat
vliv pfipojeni dalSich skupin (pozitivné¢ ¢i negativné nabitych nebo hydrofobnich) na
fyzikdln¢ chemické i biologické vlastnosti proléCiva; (iv) ovéfit protinadorovou ucinnost

HPMA konjugati s paklitaxelem nebo docetaxelem navazanym hydrazonovou vazbou.

Metodika, tj. syntéza a charakterizace pfipravenych 1éCiv je popsdna v citovanych
publikacich, postupy testovani ucinnosti protinddorovych 1é¢iv na mysSich modelech a
provedeni pilotni klinické studie jsou uvedeny v publikacich tvoficich soucast dizertacni

prace.
Cile dizerta¢ni prace se podafilo splnit v plném rozsahu:

Q) HPMA konjugat s doxorubicinem a lidskym intravenéznim imunoglobulinem
testovany v klinické studii u pacientek s generalizovanym karcinomem prsu zlepsil
klinicky stav, kvalitu zivota a byl velmi dobfe sndSen. Hodnoty fady nddorovych
markert se posunuly k normalnim hodnotdm. Vysledky byly publikovany ve dvou

¢lancich v J. Control. Rel. v 1étech 2002 a 2003.

(i)  Konjugdt HPMA s doxorubicinem a lidskym imunoglobulinem navazanym
prostiednictvim tetrapeptidové spojky GLFG (DoxAM- PHPMA — Hulg) prokazal
vyznamnou protinadorovou aktivitu u n€kolika dobfe vyvinutych naddord u mysi; u
vyznamného poctu z nich se dosahlo Gplného vyléceni a vyvoje rezistence proti
danému nadoru. Zjistilo se, Ze predpokladem vyrazné aktivity proléciva je funkcni
imunitni systém. Vysledky byly zvefejnény v roce 2007 v Cancer Immunol.

Immunother. s uchazeckou jako prvni autorkou.

(ifi)  Preklinické studie biologickych vlastnosti HPMA konjugati s 1é¢ivem navazanym
pH-senzitivni vazbou vedly k vyvoji proléciva S vysokou ucinnosti, vyznamnou
terapeutickou bezpecnosti a schopnosti Uplného vyléceni vyvinutych nadort.
Substituci postrannich fetézcl riznymi skupinami bylo mozné ovlivnit fyzikalné
chemické 1 biologické vlastnosti Iéciva. Vysledky byly publikovany v 5
publikacich v 1étech 2005 — 2010 v J. Control. Rel. a Pharm. Res.; v poslednim

&lanku s M. Sirovou opét jako prvni autorkou.

(iv)  HPMA konjugaty s hydrofobnimi 1éCivymi latkami paklitaxelem a docetaxelem
navazanymi hydrazonovou pH-senzitivni vazbou vedly k ziskani proléciv s dobrou

rozpustnosti ve vod¢ a s vyznamnou protinddorovou aktivitou u mySiho T



lymfomu (EL4) a mamarniho karcinomu (4T1) s plnou regresi nadorti a vyvojem
protinadorové rezistence. Vysledky byly odeslany formou ¢lanku do ¢asopisu Mol.

Pharm.

Dizertacni praci uzavira seznam literdrnich zdrojii a seznam publikaci, jichz je

uchazecka spoluautorkou.
Hodnoceni

Dizertaéni prace RNDr. Milady Sirové je zpracovana na vysoké odborné trovni na
téma velmi aktualni a potfebné. Je nepochybné piinosem k rozvoji nejen imunologie, ale také
bezpeCnosti a efektivity farmakoterapie jako celku. K praci samotné nemam zadné
pripominky. K autoreferatu bych si dovolila jednu pozndmku: na str. 3 i jinde se objevuji
pon¢kud krkolomné vyrazy ,,systémy dopravujici 1é¢iva“ nebo ,,doprava 1é¢iva do zvolenych
cilovych tkani“. Bylo by vhodngjsi pouzit ve farmacii bézné pouzivané odborné terminy

»transportni 1ékovy systém* a ,,cilena biodistribuce 1é¢iva (proléciva)®.

K vodu prace mam na uchazecku nasledujici dotaz: Znéte 1 jiné pH-senzitivni vazby,

nez uvadite v dizertacni praci, pouzivané napft. u polymernich nanocastic nebo lipozomii?

Vzhledem k ¢asné publikacni aktivité v¢lenéné do dizertatni prace bych se rada
zeptala na zadatek doktorského studijniho programu RNDr. Sirové. Publikace z pilotni studie

(cil 1) jsou z let 2002 a 2003, tj. z vysledki pied osmi a vice roky.
ZAVER:

Z publika¢ni aktivity RNDr. Milady Sirové i zjeji dizertaéni prace je ziejmé, Ze
uchazecka jednoznaéné splnuje kritéria pozadovana pro udé€leni titulu Ph.D.

Doktorandka prokazala dizertacni praci hluboké teoretické znalosti sledované
problematiky i schopnost a pfipravenost samostatn¢ tvorivé védecky pracovat. Ziskaly se
nové védecké poznatky dilezité pro dalsi rozvoj védy a pouzitelné v medicinské praxi. Po
uspésné obhajobé dizertacni prace doporucuji doktorandce udélit védecko-akademickou

hodnost "philosophiae doctor" ve védnim oboru imunologie.
V Bmé 4. 8. 2010 Doc. PharmDr. Miloslava Rabiskova, CSc.
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