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Oponovana disertaCni prace Mgr. Martina AndrSe ma celkem 180 stran.
Sklada se z literarniho uvodu (55 stran textu), metodické Casti (38 stran), vysledku
prace (30 stran), diskuse a =zavéru (13 stran). Graficky je velmi dobfe
dokumentovana, obsahuje 34 barevnych obrazki a 11 tabulek. Literatura obsahuje
237 citaci. O aktualnosti daného tématu svédCi skuteCnost, Ze tretina citaci je
z poslednich péti let. K praci jsou pfipojeny Ctyfi publikace v Casopisech s IF 3,5-5,5,
kde je Mgr. Andr§ hlavni autor. Prace je sepsana srozumitelnou formou, dobrou
angli¢tinou s minimem preklepd.

Cilem uvedené prace byla syntéza novych inhibitord ATM, ATR a DNA-PK
kinaz s chemo- a radiosenzibilizujicim efektem a ovéreni jejich biologické u€innosti na
vybranych nadorovych liniich.

V dobfe zpracovaném literarnim uUvodu autor popisuje soucasné moznosti
protinadorové terapie, kde je vyuzivano ionizujici zafeni a cytostatické latky. Tyto
zasahy vsak likviduji nejen nadorové buriky, ale maji toxicky efekt i na zdravé tkané.
V poslednim desetileti jsou hledany latky, které by bud samy nebo v soucinnosti se
zarenim Ci cytostatickou IéCbou zvySovaly, na zakladé poznanych molekularnich
mechanismu, efekt terapie. Podivame-li se na efekt ionizujiciho zafeni na nadorové
buriky, kliCové poskozeni, které muze vést ke smrti téchto bunék je posSkozeni DNA,
predevS§im jednoduché a dvojité zlomy DNA. Konecnym vysledkem mulze byt
neschopnost DNA pusobit jako pfedloha pro dalSi replikaci molekuly a nasledné smrt
buriky. Chromatinové proteiny, jimiz je DNA obklopena, ji mohou do jisté miry chranit

pfed poskozenim. Rovnéz existuje cela fada repara¢nich mechanismd pro obnovu



struktury poskozené DNA. Zatimco jednofetézcové zlomy DNA jsou rychle
reparovany predevSim za UuCasti poly-(ADP-ribosa)-polymerazy (PARP),
dvouretézcové zlomy DNA patfi k potencialné letalnimu poskozeni bunky. V lidskych
burikach jsou v odpovédi na DNA poskozeni rychle aktivovany proteiny z rodiny tzv.
proteinkinaz pfibuznych fosfatidylinositol-3-kinaze: ataxia-teleangiectasia mutated
(ATM), ataxia-teleangiectasia a Rad3-related (ATR) a katalyticka podjednotka DNA-
zavislé proteinkinazy (DNA-PKcs). ATM a DNA-PKcs odpovidaji pfedevSim na
dvouretézcové zlomy DNA, zatimco kinaza ATR je aktivovana predevSim jedno-
vlaknovymi zlomy a procesy spojenymi se zablokovanou replikacni vidlickou. Protoze
mnoho typl poskozeni DNA vede jak k pfimému poSkozeni DNA, tak k bloku
replikacni vidlicky, ATM i ATR participuji dohromady v mnoha odpovédich buriky na
bunécény stres. Zablokovani reparacni schopnosti téchto kinaz pomoci malych
inhibitorll se jevi jako vyznamna cesta senzibilizace nadorovych bunék k ucinku
zareni Ci cytostatickych latek. Prvni molekulou, u které byly prokazany
radiosenzibilizujici  u€inky, byl kofein. Problém sjeho vyuzitim jako
radiosenzibilizatoru bylo, Ze se musely podavat relativné velmi vysoké davky. Proto
jsou hledany dalsi latky, kde pouzité koncentrace inhibitoru ATM/ATR kinaz budou
podstatné mensi. DalSi dileZitou vlastnosti téchto inhibitorl je jejich rozpustnost.
Vysledkem disertani prace Mgr. AndrSe je syntéza inhibitord téchto tfi
reparaCnich kinaz. Celkové autor nasyntetizoval 89 slouc€enin, z nichz u 52 byla
ovérfena ucinnost v kombinaci s doxorubicinem.

Ze slouc€enin na bazi kofeinu s pfipojenym nepolarnim substituentem se jako
nejucinngjsi jevila sloucenina K971 a K978 obsahuijici v pozici 4-fenyl dalSi nepolarni
substituci (isopropyl, methylthio). Zatimco kofein v koncentraci 20 uM je neucinny, obé
zminéné sloudeniny vykazovaly inhibiéni efekt. Uginnost latek byla testovana na
jedenacti liniich, coz je uctyhodny pocet linii, a inhibi¢ni efekt latek se na jednotlivych
liniich znacné lisil. Je tedy zfejmé, Ze latky budou vysoce ucinné na urcitém typu linii,
které maji oproti normalnim bunkam urcity defekt napf. jsou negativni z hlediska
pritomnosti proteinu p53. NejefektivnéjSi byly na linii A2780 a Hela burikach.
Z molekularniho profilu je zfejmé, Ze latka K981 blokuje fosforylaci CHK1 zpUsobenou
ionizujicim zafenim podobné jako inhibitor VE821, ktery je inhibitor ATR kinazy.
Inhibitory ATR kinazy jsou velmi perspektivni latky v protinadorové terapii a dalSi

vyzkum v této oblasti bude velmi dulezity.



V druhé Casti prace autor syntetizoval slou€eniny, které na rozdil od K971
samy nemély na nadorové bunky inhibi¢ni efekt, posilovaly vSak efekt doxorubicinu.
Tyto latky jsou zaloZeny na zménach heteroatomu v zakladni kostfe jednoho z prvnich
inhibitord PI3K a PIKK LY294002. Jedna se pravdépodobné o inhibitory DNA-PK, i
kdyz specificky efekt na tuto kinazu nebyl prokazan. Na zakladé predpokladu, Ze patfi
mezi inhibitory DNA-PK, byl jejich efekt byl srovnavan se znamym inhibitorem DNA-
PK, slou¢eninou NU7441.

Prvni podskupina latek obsahuje chinazolin-4-on. Z této skupiny sloucenin se
jako perspektivni jevili sloudeniny K1007 a K1008. Uginnost byla testovana na
bunécné linii HT-29. Latky neovliviiovaly fosforylaci CHK1 a CHK2 vyvolanou
doxorubicinem.

Druhou podskupinou testovanych latek bylo 37 slou¢enin na bazi purin-6-onu
a pyrrolol[2,3-d]dipyrimidin-4-onu, tyto latky byly opét testovany v kombinaci
s doxorubicinem. Pét z téchto slouCenin se jevilo jako potencialni uc€inné inhibitory
v kombinaci s doxorubicinem. Z této skupiny latek se nejvyznamnéjsi jevily slouceniny
K1291, K1292, K1301, K1315 a K1316.

V diskuzi se autor zamysli nad nejvhodnéjSim zpusobem substituce pfi
syntéze inhibitord. Z inhibitord DNA-PK se jako nejucinnéjSi a také s nejlepsi
rozpustnosti jevila slouCenina K1292. Je vSak tfeba lépe prozkoumat biologicky efekt
inhibitoru na molekularni urovni. V sou€asnosti je tfeba pfesné stanovit molekularni
profil nadorovych bunék u jednotlivych pacientl a navrhnout cilenou IéEbu pro urcity
nador. Je tedy nutné presné znat, na jaké urovni nasyntetizované inhibitory zasahuiji.
Z hlediska oponenta se jevi jako nejzajimavéjsi inhibitory ATR kinazy, které pusobi
predevSim na burfky s mutovanou formou p53, coz je nejméné polovina lidskych
nadord.

Z predloZzené disertacni prace je zfejmé vyuziti modernich metod k syntéze
inhibitortl, ktera je hlavnim pilifem pfedlozené prace. Biologicka ucinnost
nasyntetizovanych inhibitord byla ovéfena klasickymi testy. Z hlediska publikacni
aktivity autor prekrocil poCet pozadovanych publikaci. O vyznamu predloZzené prace
svedcCi 4 predlozené publikace, kde je disertant prvni autor, vSechny jsou s IF 3-5,5.

Otazky a pripominky recenzenta:
1/ Srovname-li Vami nasyntetizovany inhibitor ATR kinazy K-971 s inhibitorem VE-
821, ktery je komer¢né dostupny, jaké jsou hlavni vyhody K-971 oproti VE-8217?



2/ Pokud byste srovnal efekt K-971 na jednotlivé bunécné linie, bude vyhodou tohoto
inhibitoru, Ze neplUsobi na normalni tkané, ale ovliviiuje nadoroveé buriky s urcitym

defektem v molekularni vybavé napf. je potlacen efekt tumor supresorovych genu?

Zaver:

Obsahem i rozsahem se jedna o praci splfiujici poZzadavky kladené na
disertaCni prace. Autor prokazal, Zze je zkuSenym experimentalnim pracovnikem s
rozsahlymi literarnimi znalostmi z oboru syntetické chemie, onkologie a toxikologie.
Prace byla naplanovana, provedena a sepsana védecky odpovidajicim zpusobem.
Byly pouzity moderni metody syntézy inhibitord ATM, ATR a DNA-PK kinaz. Prace
prispéla k nalezeni mozZnych novych latek vyuzitelnych ke zlep$eni terapie nadorovych
onemocnéni.

PredloZena prace vyhovuje vSem predpisum stanovenym pro disertaéni dila.

Proto ji navrhuji prijmout a Mgr. AndrSovi udélit védeckou hodnost Ph.D.

Prof. RNDr. Jifina Vavrova, CSc.



