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»Vyvoj strategii pro cilenou eliminaci bunék CLL s mutacemi v genu
TP53“

Doktorand: Mgr. Miroslav Boudny

Oponent: Mgr. Michal Smida, Ph.D.

PfedloZena disertacni prace se zabyva velmi aktualni problematikou cilené terapie u
chronické lymfocytarni leukémie (CLL). | pfes uspé3né zavedeni tfi novych cilenych
inhibitort do klinické praxe, zGstava CLL nevylécitelnou nemoci. Je tedy stéle nutné
hledat dalSi terapeutické strategie, resp. jejich kombinace pro zlepSeni lécebné
odpovédi. Tato prace predklada jednu takovou strategii. Prace si vzala za cil otestovat
ucinnost nové vyvinutého specifického inhibitoru CHK1. Doktorand nejprve ovéfil
funkénost inhibitoru na rlznych leukemickych a lymfoidnich liniich a potvrdil, Ze u nich
skutecné dochazi k inhibici CHK1 aktivity a nasledné k letalité téchto linii. CHK1 inhibitor
navic pusobil synergicky s chemoterapeutickymi agens. Poté pfistoupil doktorand
k testovani primarnich pacientskych CLL vzorki a to jak vsystému napodobujicim
mikroprostfedi lymfatickych organu, tak i vzork( nestimulovanych. Také zde se podafilo
prokazat, Ze CHK1 inhibitor tlumi aktivaci CHK1 drahy, indukuje replikacni stres a vede
k usmrceni bunék. Kupodivu nebyl prokazan Zadny rozdil mezi wild-type vzorky a vzorky
s mutaci (popf. deleci) v ATM ¢&i TP53 genech. Na zavér se podafila prokazat ucinnost
CHK1 inhibitoru také in vivo na mysim modelu. CHK1 inhibitor se tak jevi jako slibnd
strategie, kterda by mohla pravdépodobné specificky eliminovat CLL buriky (nejspise
v kombinaci s jinymi inhibitory) a to i u nejagresivnéjsich forem CLL s mutacemi v genu
TP53.

Prace je velmi kvalitni, pékné a Ctivé napsana, je rozdélena do standardnich Casti, které
na sebe logicky navazuji. V celé praci se témér nevyskytuje Zadny preklep ¢i chyba.
Vzajemny pomér jednotlivych kapitol je vyvaieny. Teoreticky uvod pékné shrnuje
relevantni aktudlni poznatky o CLL, funkci CHK1 a inhibici CHK1 u leukémii. Jen myslim,
e by doktorand nemél v ramci literarni reserse v kapitole ,Uvod” citovat svoji vlastni
publikaci, jejiz vysledky jsou pfedmétem této disertalni prace. Rovnéz bych neuvadél jiz
v kapitole ,Metody“ vysledky viability testovanych vzorkd vici CHK1 inhibitoru. Metody
jsou velmi pékné popsany, jen neni témér v celé praci zminka o poctu replik a opakovani
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jednotlivych experimentd. Vysledky i diskuze jsou ¢lenény do logicky navazujicich ¢asti,
které reflektuji stanovené cile. Cile vyty¢ené na zacatku préace se doktorandovi podafilo
splnit. Nicméné mi nazev prace pfijde ponékud zavadéjici, jelikoZ implikuje, Ze bude
doktorand vyvijet terapii specificky pro TP53-mutované CLL subtypy, co? se rozhodné
nedéje.

Vysledky predloZené prace vedly k jedné prvoautorské publikaci v zahraniénim asopise.

K praci bych mél nékolik pfipominek a dotazu:

1)

2)

3)

4)

5)

Vpraci je nékolikrdt zminéno, Ze aplikace MU380 zvySuje mnoiZstvi
dvouretézcovych zloml DNA (méfeno pomoci gH2AX). Jakym molekuldrnim
mechanismem vede inhibice CHK1 kinazy ke vzniku dvoufetézcovych zloma
DNA?

Zkousel doktorand asociovat citlivost na MU380 u pacientskych CLL vzorkd
v zavislosti napredchozi terapii cilenymi inhibitory versus klasickou
chemo(imuno)terapii? Tedy, ma inhibice BCR signalizace vliv na citlivost
k MU380?

Na zakladé ¢eho byla stanovena davka 20 mg/kg MU380 pro in vivo aplikaci?
Vedla by vy3si davka k lepsi odpovédi? V praci chybi kfivky pFeZiti i jakdkoliv
zminka o pfipadné toxicité. V mySim modelu nebyla u nddorti z MU380 lééenych
mysi detekovana aktivace apoptdzy. Jak tedy funguje uéinek MU380 in vivo?
Proved| doktorand barveni na Ki67 u nador( po aplikaci MU3807?

V obr. 44 na str. 56 je patrna silnd synergie Fludarabinu plus MU380 v aktivaci
p53 cilovych genl u bunééné linie NALM-6, kdeZto u primarnich CLL bunék neni
zadny efekt. Jak si doktorand vysvétluje tuto diskrepanci? Testoval i jiné bunééné
linie?

Signalni draha ATR-CHK1 by méla byt synteticky letalni s ATM-CHK2 drahou. Jak
to, Ze student nepozoroval rozdily v citlivosti u ATM-mutovanych vzork( versus
wild-type vzorkd?

Zavérem bych rad konstatoval, Ze doktorand prokazal tvaréi schopnosti a pfedloZena
prace splnila poZadavky standardné kladené na disertaéni praci v oboru Onkologie a
hematologie. PfedloZenou disertaéni praci doporucuji k obhajobé (podle § 47 VS zakona
111/98 Sb.) a doktorandovi udéleni titulu Ph.D.

V Brné dne 03. 12. 2019 Mgr. Michal Smida, Ph.D.

CEITEC MU

CEITEC - Stfedoevropsky technologicky institut
Masarykova univerzita M U N I
Kamenice 753/5, 625 00 Brno

www.ceitec.cz






