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Ptiloha k obhajob¢ disertacni prace

RNDr. Lenka Hruba
Studijni obor: Pediatrie

Datum obhajoby: 27.11.2023

Otazky oponenti:

Mgr. Jifi Kohoutek, Ph.D.

1. Velice mé zaujalo, Ze ABC transportéry jsou schopné transportovat chemicky velmi
odliSné endogenni i exogenni substraty. Jak je této schopnosti rozpoznat a aktivné
transportovat ruznorodé latky, do a z bunék dosazeno?

» Presny mechanismus, jakym je zajisténa tato variabilita, neni zndm. U Pgp byla
popsdna vazba substrdtii uvnitv cytoplazmatické membrdny s preferenci lipofilnich
latek, pricemz dochdzelo k vazbé pomoci slabych vazebmych interakci, zejména
vodikovych mustku. BCRP protein naopak preferencné vdze silné hydrofilni ldtky.
Substraty jednotlivich ABC transportérii byly ovérovdny experimentdlné.

2. Jak ziskané poznatky o fosforylacnim stavu mTOR drahy Kkoreluji se ziskanou rezistenci
proti danému inhibitoru? Ma néktera z testovanych latek rozdilny vliv na ustanovenou
rezistentni linii, a pokud ano, ma pro to autorka vysvétleni?

> Zapojeni ribozomdiniho S6 proteinu do rozvoje [ékové rezistence bylo v literatuie jiz
nékolikrat popsdno. OvSem vZdy se jednalo o jeho zvySenou fosforylaci a s ni souvisejici
podporu translace a bunécné proliferace. Inhibice, kterou jsme detekovali v ramci
naseho projektu, je novym mechanismem, ktery bude ddle studovdn. Inhibice mTOR
drdhy byla popsdna v souvislosti s rezistenci na 6-merkaptopurina a metotrexdt, oviem
v tomto pripadé se jednalo o ovlivnéni , upstreamovych* proteini, konkrémé ABL
kindzy, kterd je soucdsti ABL/Akt/mTOR drdhy.

> Ano, celd fada latek prekondvala vznikly rezistentni fenotyp. Velmi pravdépodobné diky
odlisnému metabolismu, ktery nebyl u téchto rezistentnich klonii ovlivnén.

3. Jaka dalsi kombinovana 1é¢ba, kromé inhibitori transportéri a aktivujicich enzymii, by
mohla byt beneficni pro pacienty s 1é¢bou nukleosidy?

> Inhibice dktivacnich enzymii je spiSe mechanismem rezistence vici danému cytostatiku.
A pravé znalost téchto mechanismii ndm ddvda moznost vyuzivat v ramci kombinované
lécby cytostatika nap¥. praveé s jinymi aktivacnimi enzymy, nebo jinymi bunécnymi cili.
Beneficni miiZe urcité byt i konjugovand forma Iéc¢iv a to jak ve formé konjugdtii s
monoklondlnimi protildtkami, tak ve formé aptameri, které se konjuguji s nukleovymi
kyselinami. V obou pripadech je mozné specifické cileni na danou nddorovou tkdri a
zesileni efektivity léchy.

> Samoziejmé je mozné kombinovat lécbu nukleosidovymi cytostatiky také s chirurgickym
odstranénim nddorové masy a radioterapii (zde je mozné vyuzit monoklondlni protildtky
konjugované s radionuklidy). -



4. Je skute¢né Ser2 primarnim mistem fosforylace a nasledné aktivace rpS6?

S

» Ne neni. Omlouvim se, zde se jednd o chybu v textu. Hlavnim Sosforylacnim a
aktivacnim mistem ribozomdlniho S6 proteinu je Serin 235/236.

Jaky byl diivod, Ze se v testovani inhibi¢niho G¢inku sledovanych latek pouzil CHKtide co
by substrat pro MARK4 kinazu a v naslednych kinazovych esejich Tau peptidy?

» CHKiide peptid je komercni peptidovy substrdt, kiery je doporucovin dodavatelem
MARK4 enzymu. Proto jsme jen zvolili pro vyvoj a optimalizaci metody, stejné jako pro
screeningy potencidlnich inhibitori. Jakmile jsme méli vybrany nejzajimavéjsi
kandiddty, chtéli jsme se co nejvice priblizit redlnému Tau proteinu. Prdce s proteiny je
ovSem pro potieby hmotnosmi spektrometrie komplikovand z ditvodu vysoké molekulové
hmotnosti a horsi ionizovatelnosti. Z toho divodu se voli spise mensi molekuly,
konkrétné peptidy ndleZici danému proteinu.

» Inhibici fosforylace kompletniho Tau proteinu jsme ndsledné provedli v bunécném
modelu.

Doc. RNDr. Milan Urban, Ph.D.

1.

VétSina mechanismii vzniku rezistence proti nukleosidovym cytostatikiim je analogicka s
mechanismy jiZ popsanymi v literatufe, nové je popsan vztah k draze mTOR a inhibici
proteinu rpS6 nalezli jste v literatufe néjaké indicie, jak by to mohlo fungovat, nebo bude
tento vztah muset byt prozkouman zcela nové a od zakladi? Mate vlastni hypotézu, jak
by to mohlo fungovat?

» Vliterature jsme nenasli souvislost mezi poklesem fosforylace/ aktivity ribozomdlniho
86 proteinu arozvojem rezistence. Publikace popisuji zvySenou miru exprese rpS6, kterd
podporuje translaci a bunécnou proliferaci ndadorovych bunék. I pres inhibici aktivity
rpS6 se ovSem nase bunky déli a vykazuji viabilitu srovnatelnou s kontrolni senzitivni
linit. Translace tedy urcité neni potlacena.

> Planujeme otestovat miru exprese proteinové fosfatazy 1 (PP1), kterd defosforyluje
¥pS6, pripadné ribozomdlnich proteinii rpL34, ktery byvd nadexprimovin u AML a rpL5
a L10 detekovanych ve zvySené mife u ALL. Je mozné, ze dochdzi k poklesu aktivity
rpS6 proteinu, ale zdroveni miiZze dochdzet ke zvySeni exprese jiného z ribozomdlnich
proteinii.

poskytnout SILAC analyza.

Jak vidite dalsi vyvoj slou¢eniny LEM11152? Pokusili jste se o0 SAR studii, ktera by
spolupracujicimu pracoviSti doporuédila zmény ve struktufe, které by mohly vést k lepsim
vlastnostem nové molekuly? V pripadé, Ze struktura musi byt utajena, prosim alespori o
obecny slovni komentar.

»  Ano, struktura ldatky LEM11152 byla ddle modifikovdna a podarilo se pripravit derivit
s lepsi inhibicni aktivitou vuci MARK4 kindze. Doposud nemdme data z testovini
Jarmakokinetickych parametrii a ADME, ale vzhledem k dobré aktivité jsme se rozhodli
tyto struktury patentovat. Proto neni prozatim mozné jejich zverejnéni.



Otazky ¢lend komise:

Prof. MUDr. Dagmar Pospisilova, Ph.D.

Defekty ribozomalnich proteini vidime i v klinické praxi u pacientd nap¥. s Diamond-
Blackfanovou anémii. Planujete sledovat/ sledovali jste vliv nap¥iklad proteinu p53, ktery byva u
téchto pacientu disregulovany?

> Vsoucasné dobé jsme teprve na zacdtku zkoumdni mechanismu, jakym se miize snizeni
aktivity nékterého z ribozomalnich proteinii podilet na rozvoji lékové rezistence a spolu
§ tim na rozvoji patologickych stavii, které Ize pozorovat v klinické praxi. Protein p53
Je urcité jednim z cilii, které budou testovdny, stejné jako proteiny apoptotickych drah.

> Komplexni prehled o proteomu téchto rezistentnich bunék nam miize poskytnout SILAC
analyza.

Prof. MUDr. Vladimir Mihal, Ph.D.

Jsou k dispozici centralni banky tkaiovych kultur? Jaky byl diivod vlastni p¥ipravy rezistentnich
linii? ;

> Kdispozici jsou komercné dostupné nddorové linie. Nicméné rezistentni linie si obvykle
selektuje kazdad laborator. V rdmci mezi-laboratorni spoluprdce by bylo moznd mozné
tyto linie ziskat, ovSem nékteré linie pomérné rychle reaguji na nepritomnost cytostatika
poklesem miry rezistence, navic nemusime mit kompleini informaci o poctu bunécnych
cykli, které buriky prodélaly v rdmci selekce (ij. nemusime zndt presné jejich stdri).
Navic kazda laborator pouziva rizné typy ndadorovych/ nenddorovych linii a riznd
cytostatika. Je tedy mozné, Ze by ndami vybrand kombinace nebyla dostupnd.

Doc. Ing. Milan Jakoubek, Ph.D.
Jaky je detekéni limit MALDI-TOF metody pro stanoveni aktivity MARK4 kinazy?

> Vrdmci optimalizace metodiky jsme testovali rozmezi koncentrace peptidového
substrdatu 0,02 — 0,267 mg/ml a i pFi nejnizsi koncentraci jsme byli schopni detekovat
Dpritomnost substrdtu. V nasi metodice vyuzivame koncentraci 0,13 mg/ml, kterd byla
_vybrdna na zdkladé reakcni rychlosti.



