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Hodnoceni prace:

a) Odborna uroven a zpracovani teoretické ¢asti: vyborna
b) Naro¢nost pouzitych metod: vyborna
c) Zpracovani metodické Casti (pfehlednost, srozumitelnost): velmi dobré
d) Kvalita ziskanych experimentalnich dat: vyborna
e) Zpracovani vysledkl (pfehlednost, srozumitelnost): vyborné
f)  Hodnoceni vysledk( véetné statistické analyzy: vyborné
g) Myslenkova uroven a rozsah diskuse vysledku: vyborna
h) Srozumitelnost, vystiznost a adekvatnost zaveéra: vyborna
i)  Splnéni cil( prace: vyborné
J)  Mnozstvi a aktualnost literarnich odkazi: vyborné
k) Jazykova uroven (stylisticka a gramaticka uroven): vyborna
[) Formalni uroven prace (Clenéni textu, grafické zpracovani): velmi dobra

Doporuéuiji diplomovou praci k uznani jako praci rigorézni [X]

Pfipadné poznamky k hodnoceni:

Tématem diplomové prace je studium ucinku nové syntetizovaného inhibitoru FIt3 kinazy

s oznacenim K1872 na leukemické buriky. Je znamo, Zze akutni myeloidni leukémie patfi
mezi ¢asta onkologicka onemocnéni u dospélych i u déti. Téma prace je tedy velice aktualni.
Teoreticka Cast je zpracovana pfehledné a logicky. Obsahuje dllezité informace potvrzujici
vyznamnost diplomové prace. Ke splnéni cile bylo pouzito nékolik experimentalné odliSnych
metod. Autorka tak pracovala se tfemi rliznymi liniemi leukemickych bunék liSicimi se

v expresi mutované ¢i nemutované formy Flt3 kinazy, naucila se stanovit aktivitu kaspaz,
mikroskopické techniky i techniku western blot. Vysledky prace jsou diskutovany a dany do
souvislosti s informacemi jiz znamymi z odborné literatury, zejména témi, které se tykaji v
klinické praxi pouzivaného inhibitoru FIt3 kinazy midostaurinu. Lze pfedpokladat, Ze ziskané
vysledky pomohou v dalSim vyzkumu nejen slouceniny s oznacenim K1872, ale i dalSich
inhibitord FIt3 kinazy.

Dotazy a pfipominky:
Pfipominky:



1) Prace obsahuje nékteré typografické chyby. Jedna se napf. o psani rozsahu mezi
Cisly (misto spojovniku by méla byt pouzita pomi¢ka bez mezer mezi Cisly), jednoznakoveé
pfedlozky a spojky na konci fadkd a nespravné rozdélovani slov na koncich fadku
(r+elabujici na str. 24, 100 p+l na str. 28). Citace by bylo vhodnéjsi vkladat za jednotlivé
odstavce, nikoliv az za delSi ¢asti textu. Nazvy védeckych €asopisll v seznamu pouzité
literatury jsou uvadény nékdy ve zkraceném tvaru, jindy je jejich nazev cely.

2) Buniky byly kultivovany, nikoliv uchovavany v kultivaénim médiu RPMI-1640 (str. 26).
Elektroforéza slouzi k rozdéleni proteinu, nikoliv ke stanoveni jejich exprese (str. 32).

3) V pfipadé techniky western blot by bylo vhodné uvést katalogova/objednavaci Cisla
nebo jinak vice specifikovat také sekundarni protilatky. V praci je uveden pouze jejich
vyrobce (DAKO). Pokud v pfipadé stanoveni $-aktinu byla nasledné pouzita sekundarni
protilatka, bylo by dobré tuto informaci také zminit. Dale by bylo vhodné uvést o ktery
konkrétni kit se jednalo v pfipadé roztoku ECL (Roche). Je uvedeno, Ze byl pfipraven roztok
smichanim slozek 1:100. Z popsaného postupu neni jasné, ktera slozka byla 1 a ktera 100.

4) Metodika pFipravy roztokd neni zcela jednoznaéné popsana. Je uvedeno, ze z 1 mM
roztoku testovaného inhibitoru K1872 byly pfipraveny roztoky o koncentracich 1-50 uM. Dle
postupu se ale jedna o koncentrace finalni (tedy koncentrace K1872 v jednotlivych jamkach
kultivacni desticky pfipadné v kultivacni lahvi¢ce, nikoliv koncentrace ziskané smichanim
inhibitoru s kultivaénim médiem dle tabulek 1, 3 a 5).

Dotazy:

1) V uvodu je uvedena informace, ze doba preziti péti let je pouze u 30 % nemocnych
AML (NCI 2023). V dal8im odstavci ale nasleduje informace, Ze pétileté preZiti se tyka pouze
20 % pacientu (Park et al., 2010). Vysvétlete prosim tuto nesrovnalost.

2) Uvadite, ze v pfFipadé gilteritinibu maji z 16éCby vétsi benefit pacienti, ktefi v minulosti
uzivali jiny FIt3 inhibitor. Dle mého nazoru by si tato informace zasluhovala vétsi vysvétleni.
O jakou klinickou studii se jednalo (pfipadné Cislo studie)? Ktefi pacienti byli do studie
pfijimani? Ktera konkrétni |éCiva byla kromé gilteritinibu v ramci studie testovana?

3) Které pacienty je mozné oznadit za ,kifehké (frail)*? Je zde vzdy souvislost s vékem?
Které dalSi faktory mohou byt vyznamné, abychom pacienta oznacili jako ,kfehkého“?

4) Dle postupu uvedeného v bodé 5.3.1 by koncentrace DMSO v pfipadé 50 uM finalni
koncencentrace inhibitoru méla byt 0,5 %. Testovali jste vliv 0,5% DMSO na leukemické
buriky? 50 uM koncentrace K1872 byla v jednotlivych experimentech vyhodnocena jako
statisticky signifikantni. Mohl by 0,5% DMSO ovliviiovat experimenty provadéné v ramci
diplomové prace?

5) Je 24hodinova kultivace dostacujici pro stanoveni exprese na urovni proteinu?

6) Na obrazku 12 je kalibraéni kfivka pro vypocet obsahu protein( ve vzorku pomoci
BCA metody. Jaka byla nejvySsi koncentrace standardu pouzivana pro toto méfeni? Ovérte
prosim, zda jsou hodnoty a pfipadné i jednotky na ose X skute¢né uvedeny spravné.

7 50 uM koncentrace inhibitoru K1872 je relativné vysoka. Na zakladé ¢eho byly pro
testovani vybrany koncentrace inhibitoru 1-50 uM? Existuji néjaké predikce i pilotni studie
tykajici se koncentrace tohoto inhibitoru v plazmé, pfipadné pfimo hodnoty cmax?

hodnoceni, prace je: vyborna k obhajobé: doporucuji

V Hradci Kralové 27. kvétna 2024 podpis oponenta/ky



