Oponentsky posudek na disertacni praci
Ing. Moniky Kulhavé
predlozené pod nazvem:

,»Studium protinadorového u€inku novych nizkomolekularnich inhibitora PIKK“

Popis prace:

Predlozena disertani prace (DP) je standardni praci vychazejici z vysledkd 2
publikaci, z nich u obou je Ing. Monika Kulhava sdilenym prvnim autorem spolu s Mgr.
Martinem AndrSem, ktery odpovidal za syntézu novych latek. To svédCi o tom, Zze
experimentalni vysledky prosly naro€nou oponenturou a vykazuji kvalitni urover ve svétovém
kontextu. Mimo to je prvni autorkou 1 pfehledového ¢lanku a spoluautorkou 2 dalSich ¢lanku.
VSechny tyto €lanky vysly vimpaktovanych ¢asopisech. Kumulativni IF vSech praci dohromady
¢ini 14,98.

Vlastni komentaf ma rozsah 86 stran (v&etné literatury a seznamu pfiloh) pfehledné
strukturovanych do 8 kapitol. Témi jsou kratky obecny uvod do problematiky PI3K, zejména
jejich 4. tfidy. Kapitola feSi, jakym zplsobem jsou tyto molekuly zapojeny do reparace
podkozeni, zastavy buné&ného cyklu, pfipadné apoptdézy. Zminény jsou i existujici inhibitory
DNA-PK. V8e v rozsahu 28 stran. Nasledné jsou v bodech stanoveny cile. Autorka pokracuje
materialem a metodikou v rozsahu 9, vysledky v rozsahu 8 a diskuzi v rozsahu 6 stran. Ve
shrnuje 1strankovy zavér a doplnuje seznam literatury Citajici 113 citaci a pfiloh doplfujici oba
publikované ¢lanky. Prace je psana srozumitelné s minimem pieklepu ¢i gramatickych chyb.

Zavérem lze konstatovat, Zze pfedlozena disertaCni prace je originalni a zaméfena na
aktualni téma tykajici se senzitizace nadorovych bunék k chemoterapii. Zvolené metody jsou
adekvatni stanovenym cilim a prace poukazuje na novy ucinny inhibitor perspektivni pro dalSi
testovani. Prace dokumentuje védecky pfinos v dané oblasti, a proto ji doporué€uji prijmout
jako podklad k obhajobé.

K pfedloZené praci bych chtél ale vyjadfit nékteré pripominky:

1. Zkratky je dobré definovat pfi prvnim zavedeni, ne vzdy je toto dodrZzeno (zkratky
NHEJ, Cdk, ...). Na druhou stranu, pokud je jiz zavedena zkratka, je vhodné ji pouzivat
(napf. GO). Rovnéz je dobré, aby zkratky v textu korelovaly s rejstiikem zkratek (napf.
BER, str. 29).
Latinské nazvy je vhodné udavat latinkou (str. 34 ,penicillium funiculosum®)
Rovnéz bych doporucoval sklofovat jména autor(i, pokud to véta vyzaduje (nap¥. str.
18: ,zjisténi Kong et al.”)

4. Text Uvodu je délen do nékolika kapitol. To samoziejmé pomaha uchopit komplexni

problematikou, jakou bunécna signalizace bezpochyby je, na druhou stranu
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fragmentace v tomto pfipadé vedla k obCasnému opakovani informaci se stejnym
obsahem.

Rovnéz by textu prospélo citovani novéjSich zdrojl. Jen 6 ze vSech citovanych praci je
mladSich poslednich 5 let.

PFi uvadéni informaci je lepSi postupovat od obecné ke konkrétni. Na str. 27 je napf.
uvedeno, ze ,Jednim z cilil p53 prispivajicich k zastavé cyklu v G2 fazi je protein 14-
3-3 sigma, ktery se vaze na komplex cyklin B/Cdk1. Proteiny rodiny 14-3-3 hraji roli v
signalni transdukci a kontrole bunééného cykiu®.

Jednim z predpokladd, se kterymi prace pracuje, je, Ze pokud nedochazi k fosforylaci
Chk 1 a 2, neovliviuji nové latky ATM a ATR signalni drahy. Myslim, ze tento
predpoklad neni zcela pfesny. Inhibice DNA-PK muize napf. pusobit hyperaktivaci ATM
(doi: 10.1091/mbc.E16-01-0032). Interakci mezi inhibici DNA-PK a ATM a ATR
signalnimi drahami je mozné dohledat vice.

Autorka na str. 15 uvadi, Ze se teleangiektazie u AT vyskytuji v oCich. Nejedna se vSak
0 jediné misto, kde se u této choroby mohou rozsSifené krevni cévy vyskytovat.

Na str. 16 autorka zmiriuje, Ze ,protein p53 vyhleda poSkozena mista na DNA®. Protein
p53 mi spise pfipada jako transkripéni faktor, nez senzor poskozeni.

Na stejné strance autorka nespravné uvadi, ze ,degradovana Cdc25A nemdize
fosforylovat Cdk“. Jedna se o fosfatazu, jak bylo uvedeno v pfedchozi &asti textu.

Na str. 18 autorka piSe, ze ,protein Ku ma prstencovou strukturu®. Heterodimer, jak
bylo v textu uvedeno, ma prstencovou strukturu. O jednotlivych podjednotkach takto
uvazovat nelze.

Rovnéz se domnivam, ze doslo k chybné interpretaci na str. 23/24, kde je uvedeno, ze
.V neporuseném bunééném cyklu je“ Chk1 ,v aktivnim stavu, ovéem v reakci na
poSkozeni DNA nebo zastavu replikace je dale aktivovana“. Autorka méla
pravdépodobné na mysli ,v neaktivnim stavu®.

Vzhledem k pfitomnosti p53 i ve zdravych (nepoSkozenych) burikach se domnivam, Ze
doslo i k chybé ve vété na str. 27, kde je uvedeno: ,burika vreakci na p53 projde
zastavou bunécného cyklu...“. VhodnéjSi by bylo pouzit ,v reakci na aktivaci, nebo
.fosforylaci,.

Na str. 28 autorka uvadi: ,buriky s nefunkénim p53 postradaji reparacni mechanismy
nukleotidovou excizni opravu (NER) a opravu vystfizenim baze (BER)‘. Tyto
mechanismy jsou v p53-deficientnich burikach pfitomny, jen vykazuji dysfunkci (napf.
Li et al. Int J Biochem Mol Biol. 2011; 2(2): 138-145).

Na str. 30 je uvedeno, ze ,doposud bylo identifikovano 11 lidskych kaspas®. Domnivam

se, ze jedna chybi.
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Na str. 36 je zminéna rychla metabolicka clearance s jednotkou 1 h. Clearance ma
odliSnou jednotku.

Na stejné strané je odstavec pojednavajici o B-burikach, chronické lymfocytarni
leukémii a inzulinové rezistenci. Doporucoval bych zde lépe definovat, o jaké B-buriky
se kde jednd, nebot’ se muze jednat jak o B-burky pakreatu, tak B-lymfocyty.

Na str. 40 je uveden termin ,cytolytické“ pusobeni. Cytolyza je chapana jako rozpad
nebo rozpusténi bunky. V kontextu textu se mi jako vhodnéjsi termin jevi slovo
.cytotoxické®.

Na str. 42 jsou definovany cile. Dva z nich jsou definovany takto: ,Posouzeni
schopnosti chinazolinovych derivatl potencovat u€inky doxorubicinu u vybrané linie
nadorovych bunék a uréeni nejucinnéjsiho derivatu pro detailni testovani a ,Pomoci
vhodné metody zjisténi, zda dochazi pfi kombinované terapii nejucinnéjdiho derivatu s
doxorubicinem k zahajeni procesu programované bunécné smrti“. Pfipada mi, ze se
tyto zminéné cile se hodné piekryvaji, v kontextu toho, Ze mél prvni jmenovany cil jako
vystup viabilitu bunék.

Zatimco je stran in vivo experimentl na str. 51 uvedeno konkrétni povoleni etické
komise, to samé u lidskych linie NHDF izolované z pacientt na str. 44 chybi

Celkem bylo testovano 17 novych purinovych derivatd, nicméné na obr. 5 je uvedena
struktura pouze 16 z nich.

V pfipadé spektrofotometrického méfeni jsou vSude uvadény vinové délky detekce. Na
str. 49 u méreni aktivity kaspas chybi.

Na konci str. 50 je popis skupin, na kterych bylo méfeni provedeno. Tento popis
nezahrnuje samotné pouziti latky 14d a NU7026.

Ve vétsiné pfipadl je podrobné uveden obsah jednotlivych roztokd. Vyjimkou je BCA
assay na str. 51.

Kapitola statistické analyzy na str. 52 pokryva pouze t-test. DalSi statistickou metodou
pouzitou v textu v8ak byla nelinearni regrese pomoci GraphPadu. Myslim, Ze zde méla
byt téz uvedena i s dodavatelem.

Metodice NCI-60 (str. 53) chybi citace.

Na stejné strané (str. 53) jsou uvedeny jako silné inhibitory latka 10k, 10e a 10f.
V popisu chybi uvedeni i latky 14d, nebot i ona vedla k vice nez 50% poklesu viability
u nékterych bunécnych linii. Navic se s ni pozdéji pracovalo.

Na obr. 7 (str. 54) jsou vysledky latky 12 vmezefena mezi latku 10i a 10k. Stran fazeni
bych je doporucoval posunout mezi latky série 10 a 14.

Na str. 55 autorka uvadi, ze ,jestlize dojde k" inhibici topoizomerasy Il, ,DNA se zacne
rozpadat®. Domnivam, se zZe se jedna o silné mechanistické zjednoduSeni v kontextu

textu uvedeného v Uvodu a popisu apoptosy.
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V obr. 8 (leva €ast) chybi jednotka koncentrace. Rovnéz hodnoty maji desetinné tecky.
Obrazek byl ale ziejmé prejat z publikovaného anglického originalu.

Posledni véta vysledkové €asti kapitoly 4.1.3 se mi jevi vhodnéjsi do diskuze. Zde by
bylo mozné tuto myslenku i Iépe rozvinout.

Na str. 57 je ukazan senzitizacni ucinek chinazolinovych derivatd. Latka 14c se mi jevi
podobné ucinna jako latka 14d. Vybér latky 14d v kontextu latky 14c nicméné neni
vysvétlen.

Popisu vysledk( analyzy bunééného cyklu (str. 59) bych doporucoval doplnit o popis
S faze.

V popisu obr. 12 (str. 62) je, domnivam se, nespravné uvadéna ,aktivace“ proteinu.
Myslim, Ze v kontextu autorka méla na mysli expresi celkového proteinu.

V obrazku na str. 63 jsou nespravné ztu¢néna cisla v poslednim fadku. V popisu
obrazku by z formalniho hlediska mél byt vyznam tucnych Cisel vysvétlen. Rovnéz
okolo lomitka doporucuji vymazat mezery.

Na str. 64 je nespravné uveden pocCet buné&cnych linii a rozpéti viability vlivem latky
11c. Rovnéz urcity omezeny cytotoxicky u€inek vykazovaly latky 15f a 15g a nebyly
komentovany. Naopak byly zafazeny do skupiny 33 latek, které nemély antiproliferacni
efekt.

Na str. 64 autorka uvadi, ze ,vzhledem k pozoruhodnym antiproliferacnim viastnostem
inhibitort 11c a 11d byly tyto slouceniny vylouceny z dalSiho testovani“. Tento obrat mi
nepfipada zcela adekvatni. SpiSe bych doporucoval vétu formulovat ve smyslu
negativniho pusobeni na nenadorovou linii.

V obr. 14 byly chybné zartzovény nékteré vysledky s hodnotami nad 75 %. A naopak
v obr. 15 chybi nékteré hodnoty < 75 % oznacit. V obr. 15 bych rovnéz doporucoval
fazeni latek dle série a abecedniho poradi.

V obr. 16 nebyly uvedeny vysledky statistické analyzy, ackoliv to samé bylo provedeno
u obr. 9, jenz pokryval obdobné téma.

V obr. 17 bych spiSe doporucil fadit jednotlivé vysledky podle bunécnych linii nez latek.
Jednak by se zmirnilo duplikovani pozitivnich a negativnich kontrol, za druhé by bylo
mozné ucinek latek na danou linii Iépe mezi sebou porovnat. Rovnéz v obrazku chybi
statistika.

Na str. 70 ve 3. odstavci doslo k prohozeni ATM a ATR. Rovnéz bych trosku doplnil
tvrzeni, Ze ,prozatim je zde nedostatek vysoce selektivnich inhibitord DNA-PK® o
»Klinicky pouzitelnych®.

Na str. 71 bych doporucoval vymazat slovo ,zivot* v ,biologickym poloCasem Zivota

v séru“?
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Do jaké miry je mozné mluvit o nové syntetizovanych latkach, jako o inhibitorech DNA-
PK? Na jedné strané prace usilovala o vylouceni vlivu novych inhibitor na ATM a ATR,
na druhou stranu vliv na DNA-PK pfimo méfen nebyl.

Na str. 34 autorka uvadi, ze wortmannin ,byl definovan jako silny nekompetitivni
ireverzibilni inhibitor PI3K v roce 1933“. Je tento rok v pofadku?

Na str. 48 autorka uvadi struktury testovanych purinovych derivatd, nicméné nékteré
Z nich strukturu purinu nenesly. Do jaké miry je mozné latky ze série 15 a 18 stéle za
puriny povazovat.

Co vas vedlo k zvoleni pouze samic pro in vivo experimenty? Jaké klinické parametry
byly u mysi kromé& hmotnosti sledovany? V textu je pouze odkaz na klinické skore bez
jeho dalSiho vysvétleni. Rovnéz v popisu vysledku (str. 63) o tomto parametru vice
uvedeno.

PFi popisu statistiky na str. 52 autorka uvadi, Ze ,za statisticky vyznamny byl povaZzovan
rozdil na hladiné vyznamnosti P < 0,05". Co je hladina vyznamnosti ve statice a co P?
Pro¢ bylo za vyznamny pokles viabilitu povaZzovan pokles o 25 % a vice? Pro¢ se
nepostupovalo pomoci statistické analyzy?

Pro€ byla pro stanoveni IC50 doxorubicinu zvolena koncentraéni fada: 0,01, 0,1, 0,2,
0,5, 1, 10, 50, 100 uM?

ProC€ se pro méfeni aktivity kaspaz a indukce apoptézy pouzila jako referenéni latka
NU7441, zatimco pfi analyze buné€ného cyklu a blotech figurovala NU7026?

Jakym zpusobem je na str. 60 mySleno, zZe ,vysledky profilu bunééného cyklu pochazeji
Z jediného reprezentativniho meéreni“? Bylo méfeni provedeno alespon 3krat?
V material a metodice tato informace neni uvedenaj.

V popisu vysledku na str. 66 autorka hodnoti U¢inek latky 15g, jako latku zesilujici efekt
doxorubicinu. Na druhou stranu podani samotného inhibitoru mélo srovnatelny ucinek,
na coz mé navadi prumér a velikost smérodatnych odchylek. Pokud neni mezi
skupinami signifikantni rozdil, do jaké miry je tedy mozné tento vysledek jako
synergismus chapat?

Cim si autorka vysvétluje (dle vysledkt na str. 62) odli$ny uginek latky 14d na hladinu

p53 ve srovnani s referennim inhibitorem?

V Hradci Kralové dne 13. 5. 2023

pplk. doc. MUDr. Jaroslav Pejchal, Ph.D. et Ph.D.

Katedra toxikologie a vojenské farmacie, FVZ UO



