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OPONENTSKY POSUDEK
Na diserta¢ni praci Mgr. Miroslava Hajka
Modulation of human telomerase activity by nucleoside and nucleotide analogues.

Predklddand disertacni prace zpracovava dva tzce propojené cile: i. posoudit inhibi¢ni tcinky
vybranych acyklickych nukleosidfosfonatovych (ANP) sloucenin na aktivitu lidské telomerazy a ii.
srovnat efekt vybranych nukleosidovych inhibitort DNA methyltransferdaz (DNMT) na transkripci
hTERT, proteinové slozky lidské telomerazy. Prace vznikla pod vedenim Dr. Votruby v laboratoti
s fenomendlni tradici vyzkumu nukleotidovych a nukleosidovych inhibitorti retrovirovych
reversnich transkriptaz. Inhibice telomerazy je logicky dalsim cilem tohoto tymu, protoZe se jedna o
specifickou reversni transkriptazu, jejiz exprese je typickym znakem vétsiny nadorovych bunék.

O aktuélnosti zvoleného tématu a jeho potencidlni ndvaznosti na klinickou praxi neni tieba
dlouze psat. Nékteré inhibitory, vétsinou nukleotidové analogy vcetné klasického AZT, jsou jiz
vyuzivany jako cytostatika s doloZenym tGéinkem na aktivitu bunéénych DNA polymeraz. Inhibice
telomerazy muze byt vedlejsim tcinkem téchto cytostatik a specificka inhibice telomerdazy muze vést
k cytostatikiim zcela novym. S ohledem na ocekavany vznik resistenci je zdsadnim pozadavkem
dostate¢ny pfisun novych cytostatik a raciondlni kombinace rtzné zacilenych preparatt. Je zfejmé, ze
podobné cile jsou paralelné v centru snazeni mnoha jinych pracovist v zahrani¢i a svéd¢i o tom i
bohaté literatura. Zatazeni vlastnich nové pfipravenych inhibitor v$ak praci dodava téz znacnou
originalitu.

Vytycéenych cilti prace dosdhla. V bunééném extraktu s pfidavkem vybranych inhibitora byla
stanovovéana telomerazova aktivita na exogennim substratovém primeru a byl shledén inhibi¢ni efekt
u vétsiny difosforylovanych forem ANP purinové fady, zejména u guaninovych derivatt a R-
enantiomert. Nejsilngjsim inhibitorem je 9-[2-(phosphonomethoxy)ethyl]guanin. Dva adeninové
derivaty ANP aktivitu telomerdzy naopak mirné potencuji. S uzsim vybérem inhibitortt byly poté
cytometricky sledovany zmény v relativni délce telomer u kultivovanych bunék. Zde se naopak jako

N

disertace byl kvantitativné sledovan pokles transkripce h"TERT pod vlivem definovanych inhibitora
DNMT a SAH-hydrolazy a putativniho inhibitoru methylace DNA. Ve vyssich koncentracich
vSechny inhibitory snizuji transkripci hTERT, vétsinou ale aZ po pfechodném zvyseni transkripce pfi
niz8ich koncentracich, které I1ze vysvétlit zvysenou hladinou transkriptu c-myc.

Diserta¢ni prace je klasicky ¢lenéna a nesmirné peclivé vypracovana. Pfes zna¢né usili jsem

nenasel Zadné nedostatky formalniho rdzu. V neposledni fadé musim pochvalit vyspélou jazykovou
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troven a odborny styl celé disertace. Uvod popisuje kompendidlnim zptisobem a s pozitim 629 (!)
citaci vSechny aspekty sloZeni telomer a jejich udrzovani pomoci telomerazy i netelomerazovymi
mechanismy. Jsou probrany biologické dasledky erose telomer a prekonani replika¢ni senescence
bunék pfi onkogenni transformaci. Velmi cenna je kapitola shrnujici metody zkoumani telomerazové
aktivity. Podrobné je probrana regulace exprese hTERT, zejména epigeneticka regulace na drovni
transkripce, ktera je velmi kontroversni a netrividlni. Uvod kon¢i zdatilou kapitolou o strategiich
inhibice telomerdzy v lécbé nadorovych onemocnéni se zvlastnim zfetelem na nukleotidové a
nukleosidové analogy. Hutna ¢ast o pouzitych materidlech a metodach presvédcivé ukazuje, Ze
vsechny popisované vysledky byly ziskany relevantnimi metodami zcela v souladu s pokrokem
soudobé molekuldrni biologie a biochemie. Spektrum metod, které disertant pouzil, je sice tzké, jde
vSak o metody naro¢né na optimalisaci a standardisaci.

K vysledkové ¢asti mam nékolik pfipominek a dotazi:
1. Rozdily mezi ptisobenim jednotlivych inhibitorti na telomerdzovou aktivitu v bunééném extraktu a
na zkracovani telomer v bunééné kultufe mohou byt zplisobeny pouzitim rtznych bunéénych typt
(linie HL-60 derivovand z akutni promyelocytické leukemie a CCRF-CEM z akutni lymfoblastické
leukemie). Optimalni by bylo pouzit nékolik transformovanych bunéénych linii derivovanych
z lidskych nadort a leukemii pro vSechna vySetteni, tak aby bylo mozno vylou¢it riznou citlivost ke
specifickym i vSeobecné toxickym a¢inktim jednotlivych inhibitord.
2. Zejména v piipadé sledovani poklesu transkripce hTERT je srovnani s jinou buné¢nou linii velmi
zadouci: zvyseni transkripce hTERT pf#i nizkych koncentracich inhibitort je vérohodné diskutovano
jako efekt zvysené hladiny protoonkogenu c-myc. Pouzita linie HL-60 ma ovsem tento protoonkogen
silné amplifikovan a pouZiti jiné linie bez amplifikace c-myc by mohlo ukézat efekt inhibitor(i bez
pocate¢niho vzestupu hladiny hTERT.
3. Pfi cytometrickém sledovani zkracovani telomer pod vlivem ANP by bylo vhodné méfit pro
srovnani téz spontdnni zkracovani telomer u primarnich bunék, byt by toto sledovani nemohlo byt
dlouhodobé jako v ptipadé transformovanych bunéénych linii.
4. Autor konstatuje, Ze prolongovand kultivace bunék CCRF-CEM za pfitomnosti ANP inhibitort
zpomaluje proliferaci bunék. Protoze pocet replikacnich cyklt urcuje maximélni mozné zkraceni
telomer, je srovndni rychlosti proliferace bunééné populace velmi dtlezité. Jakou metodou bylo
provadéno? Byla proliferace méfena kontinualné? Byla po dlouhodobé kultivaci s 2,6-diamino-9-[2-
(phosphonomethoxy)ethyl]purinem pozorovana pocinajici replikativni senescence?
5. Mgr. Héjek ukazuje presvédc¢ive, Ze inhibitory methylace DNA moduluji expresi h'TERT. Tato ¢ast

citelné postrdda (a autor to sdm piipousti) analyzu CpG methylace promotoru a regula¢nich oblasti
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hTERT. Aby byla dokumentovana demethyla¢ni aktivita pouZitych inhibitort, bylo by tfeba méfit téz
celkovou udrovent methylace genomové DNA, resp. snizeni methylace oproti kontrole. Nabizi se
pouziti mCpG-specifické protilatky nebo tzv. methylaccepting assay. Rovnéz vysetfeni histonovych
modifikaci chromatinovou imunoprecipitaci (ChIP) byva jiz rutinni soucasti podobnych studii.
Konec¢né, protoze epigenetickd regulace hTERT je mimofddna a kontraintuitivni (methylace zde
znamend aktivaci), doporucoval bych do budoucna verifikovat vazbu CTCF, insula¢niho faktoru a
represoru transkripce hTERT.

Zavérecna diskuse je zdafild a relevantni. Cenim si odstavct diskutujicich mozné vyklady
zvysovani procesivity telomerazy nékterymi ANP a posuzujicich mozZzné strategie normalisace
vysledki kvantitativni RT PCR. Mam jedinou pfipominku: u farmakologicky orientované prace bych
ocekaval $irsi diskusi o mozném vyskytu resistence vic¢i zkoumanym inhibitorim. Reparace
zkrdcenych telomer, kterd byla pozorovana od 10. tydne kultivace bunék s inhibitorem 9-[2-
(phosphonomethoxy)ethyl]guaninem (obr. 15) by mohla byt pfipadem takové resistence. Navrhoval
bych (6.) kultivovat tyto “resistentni” buiikky saéinnym inhibitorem 2,6-diamino-9-[2-
(phosphonomethoxy)ethyl]purinem, aby se prokazalo, zda nejde napf. o aktivaci mechanismt
reparujicich telomery nezavisle na telomeraze.

Ackoli jsem uvedl fadu dotazti a pfipominek, jedna se o marginalni kritiku a maj celkovy dojem
z piedloZené disertacni prace je velmi dobry. Mgr. Héjek predlozil kvalitni vysledky, fadné je
interpretoval a publikoval. Jak vlastni prace tak autoreferat jsou vypracovany s nesmirnou peclivosti
a obsahuji vSechny pozadované nalezitosti. ProtoZze disertant v pfedkladané préci prokazal své
schopnosti samostatné védecky pracovat a protoze jeho vysledky prosly téz mezinarodni
oponenturou v ¢asopise Biochemical Pharmacology, doporucuji, aby tato prace byla kladné piijata jako

podklad k udélenti titulu PhD.

V Praze, 29. srpna 2008

RNDr. Jifi Hejnar, CSc.
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