Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Terezy Cerné

Téma prace: Studium mechanismu tGcinku protinadorovych 1é¢iv na neuroblastomy

Predkladana disertacni prace se zabyva aktudlni problematikou v oblasti
onkologického vyzkumu, a to hleddnim a objasnénim mechanismi G¢inku protinddorovych
1é¢iv ellipticinu a doxorubicinu, které by pfispéli k efektivnéjsi 1é€bé nadorovych
onemocnéni.

Disertacni prace je postavena na péti impaktovanych publikacich a jednom rukopisu.
Autorka je na jednom z nich vedena jako prvni autor a na ostatnich publikacich zaujima 2. —
9. misto v potadi autori. U kazdé publikace je ptesné specifikovano, jakym dilem se na ni
autorka podilela.

Uvod prace struéné obeznamuje &tenaie s feSenou problematikou, véetné odkazi na
literaturu. Nasleduje piehled pouzitych metod a kapitola vysledky a diskuze, kterda je
podpofend seznamem publikaci.

Hlavnim cilem pfedkladané dizertacni prace bylo studium vlivu protinadorovych 1é¢iv
ellipticinu a doxorubicinu na vybrané nadorové i nenadorové bunécné linie. V prvni Casti se
autorka zabyva enkapsulovanou formou CYP 3A4 v liposomalnim a supersomalnim systéme
a jeho schopnosti tvofit aktivacni metabolity a adukty s DNA. Dalsi publikace pojednava o
mechanismu vzniku chemoresistence neuroblastomové bunééné linie UKF-NB-4 vici
ellipticinu. Bylo zjiSténo, Ze resistence je zavisla na expresi V-ATPasy a akumulaci ellipticinu
v lysosomech. V piipadé, ze je funkce tohoto enzymu inhibovana (bafilomycin A,
chloroquin), je akumulace ellipticinu ve vakuoldch snizena a toxicita ellipticinu pro
neuroblastomové bunky je vyssi. Dalsi ¢ast predkladané disertacni prace navazuje na diive
provedené studie, kde bylo prokazano, ze kyselina valproova (VPA) potencuje ucinek
cytostatik (etoposid, cisplatina). VPA inhibuje histondeacetylasy a tim potencuje cytotoxicitu
ellipticinu. Dulezité zjisténi je, ze synergicky Gcinek ellipticinu a VPA je pozorovan pouze
v ptipadé¢ soucasného podani nebo v pfipadé, Ze buiky byly nejprve vystaveny piisobeni
ellipticinu a poté VPA. Soucasti disertacni prace byl i zajimavy soubor experimentalnich praci
vénujicich se pripraveé nanotransportérti a jejich vyuziti v cilené 1é¢bé nadorovych bunék. Jako
vhodny nanotransportér byl vybran pfirozené se vyskytujici apoferitin (Apo), ktery za
normalnich podminek slouzi jako proteinova slozka feritinu. Z vysledkl je patrné nejenom
uspésné ,,dopraveni ellipticinu do neuroblastomovych bunék, ale i schopnost komplexu
apoferitin-ellipticin disociovat v kyselém pH, které je typické pro nadorové bunky a tvofit
adukty s DNA. Pfi experimentech s doxorubicinem byl navic povrch Apo modifikovan (zlaté
nanocastice, heptapeptid a protilatka proti specifickému prostatickému antigenu-PSMA) a
takto pfipraveny nanotransportér byl schopny specificky ,,zacilit“ na prostatické nadorové
buniky LNCaP, které na svém povrchu exprimuji antigen PSMA.

Doktorandka uplatnila pfi feSeni problematiky raciondlni pfistup a prokézala, Ze
ovlada Siroké spektrum experimentdlnich metod a ptistupli. Samotné prace obsahuje n¢kolik
dalezitych vysledkl. Ja osobné povazuji za nejzajimavéjsi vysledky ze studii s apoferitinem,
jako vhodnym nanotransportérem pro protinddorové léCiva. Dale také vysledky ze studie
s kyselinou valproovou a zjisténi, ze sekvence podani 1é¢iv ovliviiuje cytotoxické ucinky



protinadorového 1€€iva ellipticinu. Z téchto divodi plné doporucuji predkladanou disertacni

praci k ispé€Snému obhajeni.

K ptedlozené praci mam tyto dotazy:

1.

Ve Vasi praci jste se zamétila na praci s neuroblastomovymi bunécnymi kulturami
(UKF-NB-4, SH-SYS5Y), kter¢ byly vystavené ptlisobeni ellipticinu a kyseliny
valproové. Jak jiz bylo zminéno, z vysledku je patrné, Ze VPA je schopnd potencovat
cytotoxické ucinky ellipticinu v téchto nadorovych buiikach. Neuvazujete, Ze pro dalsi
doplnéni a rozsifeni této problematiky byste mohla vyuzit modelovy organismus napr.
my$ nesouci neuroblastom a ov¢fit tak Vase vysledky in vivo? Piipadné neuvazujete
nad dal$imi experimenty s jinymi nadorovymi liniemi (leukemické buiky, bunky
plicniho karcinomu)?

Pro ,zacileni“ apoferitinového nanonosi¢a snavazanym ellipticinem do
neuroblastomovych bunék UKF-NB-4 jste vyuzila fakt, Ze tyto buiikky exprimuji na
svém povrchu receptory TfR1 a SCARAS, které slouzi k pfenosu feritinu do bunky.
Nicméné tyto receptory mohou byt pfitomny i na jinych nenadorovych buikach.
Existuji jiné specifické povrchové antigeny pro neuroblastomové bunky, které by
mohli slouzit pro pfipravu nanonosica s protinddorovym lé¢ivem a s protilatkou proti
tomuto antigenu?

V teoretickém pitehledu jste kromé proteinovych nanotransportéri vyjmenovala i dalsi
organické a anorganické nanonosiCe. Mate v planu experimenty 1 s jinymi typy
nanotransportéri,, piipadné¢ neuvazujete nad srovnavaci studii, kde byste porovnala
ucinnost, specifitu, ptipadné toxicitu jednotlivych nanotransportéri?

Zavér: Po strance aktualnosti feSen¢ho problému, metodického piistupu, mnozstvi ziskanych
novych poznatkli a jejich vyznamu jde o vybornou doktorskou disertacni praci. Autorka
prokézala potfebné odborné¢ védomosti i schopnost samostatné védecké prace. Na zakladé
uvedenych skute¢nosti doporucuji, aby byla doktorska disertacni prace pfijata k obhajob¢ a

aby byla Mgr. Tereze Cerné udélena védecka hodnost ,, Ph.D..

V Praze dne 28.8.2018
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