Oponentsky posudek doktorské dizertacni prace Mgr. Terezie Imrichové

Bunécnd odpovéd na protinddorové terapie zaloZzené na genotoxickém stresu

PredloZend dizertace zpracovava velice aktudlni a dlleZité téma moZnych reakci rakovinnych bunék na dalsi
genotoxicky stres, ktery je aplikovan jako protinddorova terapie, ale sou¢asné muze stimulovat procesy, které
bunku cini resistentnéjsi vici smrti a vedou k jejimu nekontrolovanému rlstu. Prace se navic zabyva i dalSimi
aspekty senescence, véetné analyzy jednoho z mechanizmi pronadorového vlivu senescentnich bunék a
hledani novych marker( senescentnich bunék. Nejvétsi dlraz je pak kladen na analyzu interakci PML proteinu
s jadérkem, tedy zatim malo zndmym ale potencidlné fundamentdinim jevim spojenym se senescenci
vyvolanou genotoxickym a jinym stresem. Jedna se tak o praci védecky i spolecensky duleZitou nejen s ohledem
na zakladni vyzkum, ale i pro vyvoj novych lécebnych postup, které by zvysovaly Sance na kompletni eliminaci
rakovinnych bunék z téla.

Prace je zaloZend na 4 plvodnich publikacich a jednom manuskriptu pripraveného k publikaci, pficemz Mgr.
Terezie Imrichova je prvnim autorkou dvou praci. Jiz publikované prace jsou uverejnény ve velmi kvalitnich
Casopisech s vysokym IF. Prace je predkladana v anglic¢ting, jejiz uroven je vysokd, coz ukazuje na vyborné
predpoklady pro dalsi publikaéni aktivitu v mezinarodnich casopisech. Prace dle mého nazoru vyhovuje i
formalnim pozadavkdm kladenym na dizertacéni praci.

Rozsahly literdrni Gvod seznamuje ¢tenare prehlednym zplsobem se soucasnymi genotoxickymi pristupy lécby
rakoviny a dosavadnimi znalostmi vyznamu a projevim senescence bunék v tumorech, véetné popisu ulohy
jadérka a PML proteinu v bunééném starnuti. Uvod je pro lepsi pochopeni fady pochod(i doplnény prehlednymi
schématy a tabulkami. Uvod se &etl dobfe a osvéZil a rozsitil mé dosavadni znalosti. Ndsleduje definice hlavniho
cile prace, ktery je rozdélen do 4 vice specifickych bod(. Mezi né byla zafazena charakterizace specifické
subpopulace bunék rezistentnich k iradiaci a anoikis, analyza efektu in vitro pfipravenych senescentnich bunék
na rast tumoru v modelovém organizmu, hledani nového specifického markeru senescentnich bunék a popis
interakci mezi PML proteinem a jadérkem za podminek genotoxického stresu.

Pfi feSeni cilG byla vyuzita fada in vitro model( rakovinnych bunék, v kombinaci s modely zvifecimi, a celé
spektrum molekularné biologickych metodik. Pfiprava modell in vitro navozené senescence je obvykle ¢asové
narocnd, vtomto pripadé povaZzuji design experimentl (zejména experimentu vedouciho k ziskani anoikis
rezistentnich bunék) za vyZadujici nadprimeérnou trpélivost a peclivost. Je tedy nutné ziskané vysledky ocenit,
protozZe vérim, Ze fada experimentatorl by byla podobnym designem rovnou odrazena. Prace vénované PML
proteinu zase zahrnuji velké mnoZstvi naro¢nych mikroskopickych analyz, které, jak dokaZi posoudit z vlastni
zkuSenosti, znamenaji travit nekone¢né hodiny v temné a hlu¢né mistnosti s okem neustale ve stfehu s cilem
zachytit nepfilis bézné struktury.

Cile byly splnény na zakladé vysledkd uvadénych v plvodnich publikacich a jednom manuskriptu, které jsou
komentovany (nicméné nepfili§ diskutovany) v kapitole IV a struéné shrnuty v kapitole V. Vysledky
publikovanych studii dokladaji, Ze a)bézné, v klinice pouzivané davky radiace mohou vyvolat tvorbu specifické
anoikis rezistentni populace rakovinnych bunék, kterd m(Ze byt podkladem metastazujicich bunék; b)
senescentni bunky (vzniklé v reakci na chemoterapii) jsou schopny podporovat rlst tumor( in vivo ¢astecné
skrze sekreci cytokinQ; c)mezi nové markery senescentnich bunék mize byt zarazen protein L1CAM, d) PML
protein dynamicky interaguje s DNA lezemi na rDNA a tato interakce je regulovana kasein kinazou 2.
Predlozené vysledky nejenze rozvijeji dosavadni Uroven poznani v dané problematice, ale jsou téz dalezitym
zakladem pro nové strategie vedouci k novych lé¢ebnych postupl pfi 1écbé rakoviny, zejména pak rakoviny
prostaty.

Autorka jasné deklaruje podil své prace zahrnujici pfevainé analyzu vybranych bunécnych populaci pomoci
pratokové cytometrie a proliferacnich eseji, ve dvou studiich, kde je prvni autorkou, provadéla vétSinu
experimentalni prace a naslednou analyzu. V téchto studiich byly vyuZity metody pfiprava rekombinantnich
plazmidl, nepfima imunofluorescence, FISH a specidlni mikroskopické techniky véetné nasledné analyzy



obrazu, i techniky k analyze exprese na Urovni mRNA a protein(l. MnoZstvi a komplexnost metod zvladnutych
autorkou tak povazuji za nadprlimérné.

K disertaéni praci nemam zasadnich pfipominek, i kdyZz nadbyte¢né rozdéleni textu do bod( v nékterych
kapitolach (4.3.3., 5.2.1.1, 5.2.2.) dle mého ndazoru neprispiva k prehlednosti ale spiSe naopak. TéZ jsem
postradala shrnujici diskuzi vysledka.

K praci mam nékolik dotazu:

1. V1. praci se autorka zabyva populaci bunék, které ztraci kontakt s podlozkou, a presto nepodléhaji
bunécné smrti a naopak jsou schopny obnovit déleni. Tato populace je jisté nesmirné dullezZita pro
pochopeni vzniku metastdz. Nicméné populace bunék, které jsou k ozarovani rezistentni a vykazuji
jasné markery senescence, je co do rozsahu vétsi a pokud je po ukonceni iradiace schopna opét obnovit
proliferaci, téZ predstavuje znacné riziko pro opétovny rlst primarniho nadoru. Zajimal by mé
komentar, jakym zplsobem mohou tyto senescentni buriky obnovit déleni.

2. Vlvodu je zminovana senescence vyvolana SASP. SASP je pritom velmi podobny profilu vyvolanému
metabolickym stresem. Existuji cytokiny nebo jejich poméry, které by pomérné jednoznacné odlisily
sekretom senescentnich bunék a bunék metabolicky stresovanych, nebo Ize mezi oba sekretomy
viceméné polozit rovnitko?

3. Vlvodu je uvedeno, Ze aktivace AMPK vede kinhibici transkripce ribozomdlni DNA. AMPK je téz
aktivovana metforminem, hlavnim soucasnym lékem pro |écbu T2DM, ktery zacind byt vyuZivan i
v protinddorové |é¢bé. Mohlo by se tedy hypotetizovat, Ze jednim z mechanizmi, kterym metformin
ovliviiuje rakovinné bujeni popf. zlepSeni insulinové sensitivity, je i jeho potencidlni vliv na jadérkovy
metabolizmus?

Zavér:

PredloZzend prace resi aktualni a vyznamnou problematiku. Pfinesla fadu originalnich vysledk(, které mohou byt
v budoucnu pravdépodobné vyuzity i na poli IéCby rakoviny u lidi. Mgr. Imrichova jasné prokazala, Ze se
orientuje v problematice a Ze zvladla ndrocné molekuldrné biologické a bunécné techniky, které byly nutné ke
splnéni cild prace.

Prace prokazuje predpoklady autorky k samostatné tvorivé védecké praci. Jeji uroven je vyborna, a proto ji
doporucuji k obhajobé a navrhuji udéleni titulu ,,Ph.D.”“ za jménem.
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