Biologicky Ustav
LékaFska fakulta

0 BlOlOgley ustav Masarykova univerzita

Lékaiska fakulta @ Masarykova univerzita .
Kamenice 5

62500 Brno

Tel: +420549496985 Fax: +420549491327 Web: http://biology.med.muni.cz/ Email: ipokorna@med.muni.cz

Véc: Posudek disertacni prace Mgr. Kristyny Canové ,,Analyza ristové inhibi¢nich mechanismi
flubendazolu u bunék maligniho melanomu*.

Prace se zabyva vysoce aktualnim tématem vyuziti jiz schvalenych 1é¢iv k nové indikaci (,,repurposing
therapy*‘). Tento postup vyznamné zkracuje dobu schvaleni vyuziti 1é¢iva pro novou indikaci. Imidazolové
derivaty, véetné flubendazolu, které jsou schvaleny pro l1écbu predevsim parazitoz, patii mezi 1éky, jejichz
piehodnoceni by mohlo vést k vyvoji novych cytostatik. Jejich antiproliferac¢ni aktivita, zptisobena
pfedevsim vlivem na mikrotubuly a tim na déleni bunky, je zndma a je mozné ocekavat tcinek podobny,
jako maji komer¢ni cytostatika (vinblastin, vinkristin). Prace je zaméifena na efekt flubendazolu na buiiky
maligniho melanomu, nadoru, ktery je v pokro¢ilych stadiich rezistentni k dosud dostupné terapii. Hledani
novych terapeutik na 1é€bu melanomu je velmi zadouci. Experimenty byly provedeny na bunéénych liniich
maligniho melanomu nesoucich mutace v riznych genech a byly také ziskany linie z 5 pacientl s diagnézou
melanomu a provedeny pilotni experimenty na jedné z téchto linii. Jako kontrolni nenddorové buiiky byla
pouzita linie melanocyta.

Metody, které byly pro studium vyuzity, povazuji za vhodné zvolené. Umoznily nejen zékladni skreening
cytotoxicity na jednotlivé bun&né linie, ale byly zaméfeny i na odhaleni mechanizmu uU¢inku. Za
podstatnou povazuji skutecnost, Ze ve vét§ing piipadu bylo pouZito vice alternativnich metod pro potvrzeni
daného uc¢inku, napf. pfi testovani bunééné viability, metody WST metabolicka assay, xCELLigance,
casosbérna mikroskopie. Trochu mi chybi pouziti néjaké metody rozliSujici Zzivé a mrtvé builky napf.
propidium iodid exclusion assay nebo znaeni trypanovou modii, coz v praci ¢astecné nahrazuje
mikroskopie. Pro studium mechanizmu u¢inku byly pouzity metody vyuZzivajici western blot (WB) analyzu,
studium aktivity kaspaz, mikroskopickéd vizualizace morfologie mikrotubull, mitochondrii a lysozomu.
Vysledky dokumentuji skutecnost, ze se autorce podarilo dosahnout vytyCenych cilli a prokazat cytotoxicky
ucinek flubendazolu nejen na buniky melanomovych linii, ale i na nadorové buiiky pacientii s malignim
melanomem.

K praci mam nékolik dotazi:

1) Po kolika hodinach inkubace s flubendazolem (FLU) byly stanoveny hodnoty ICso (Str. 47)? Cemu
autorka pficita to, ze buitky RPMI- 7951 jsou citlivéjsi, da se odvodit néjaky zaveér z mutaci, které obsahuji?

2) Melanocyty vykazovaly pomalejsi rust a nizsi frekvenci déleni coz mohlo ovlivnit jejich odpovéd’ na
FLU. Vypada to, ze butiky jsou spi§ zastavené, nez ze by odumiraly (Str. 49 — 50 obr. 16,17). Zajimavé je,
Ze Se po 72-96 h se meénily zpét do ptivodni podoby, znamena to, ze FLU piestal ti¢inkovat? Jak po této
dobé reagovaly buitky melanomovych linii? D4 se z toho vyvodit informace o dynamice t¢inku FLU?

3) Proc¢ se autorka zaméfila na detekci S-faze, kdyz analyza bunééného cyklu ukazovala na zastavu v G2/M
fazi? Jaké indikatory by pouzila pro prukaz zastaveni v G2/M fazi?

4) Zajimava je reakce p21, ktery autorka detekovala imunofluorescenci a ktery se choval podobné u vsech
linii. p21 je vétSinou regulovan proteinem p53 a ten byl aktivovan pouze u buné€k A375. MlZe autorka
zdtivodnit sledovanou reakci, jaké jsou moznosti regulace p21?

5) Ma specificka subcelularni lokalizace p21 (cytoplazma vs. jadro) vyznam pro posouzeni uc¢inku FLU?
Pro¢ autorka nezvolila 1 detekci p21 WB analyzou?



6) V piipad¢ studia toxicity FLU na explantat z melanomu byly uz bunky rostouci v kultufe pouze
melanocyty nebo kultura obsahovala i fibroblasty, pak by vysledek WST mohl byt zkresleny vyssi odolnosti
fibroblast. Pokud byla stanovena ICsg u téchto bun¢k 1.42 UM, nebylo by pro testovani vhodné pouzit
tuto nebo vyssi koncentraci FLU?

Z vysledkd prace a z publikaéni aktivity Mgr. Kristyny Canové (4 publikace v ¢asopisech s IF, z nichz
V jedné je prvni aoutorkou a 1 prvoautorska publikace v mezinarodnim Casopise bez IF) je ziejmé, Ze cile
a pozadavky na disertacni praci byly splnény a vysledky, prokazujici efekt flubendazolu na bunky
melanomu mohou byt zakladem pro studie na trovni zvifecich modelt a nasledné pro klinické studie.

PiedloZenou disertacni praci navrhuji k obhajob€ a doporucuji, aby byl na zaklad€ uspésne obhajoby
Mgr. Kristyn¢ Canové dle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb. udélen akademicky titul doktor,
ve zkratce Ph.D.
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Doc. MUDr. Iva Slaninova, Ph.D.



