OPONENTSKY POSUDEK NA DISERTACNI PRACI
~EXPRESE ABCB1 A REZISTENCE LEUKEMICKYCH BUNEK..*

Disertacni prace Petra Kosztyu je zamétena mnohocdetnou lékovou rezistenci u chronické
myeloidni leukemie, respektive bunék, které vykazuji pozitivitu na filadelfsky chromozom.
Mnohocetna lékova rezistence je aktualnim tématem v mnoha oborech lékafstvi. V ptipadé
této disertacni prace se Uspeésné snazi ptispét k rozpoznani mechanismu vzniku ve vztahu ke
specifickému typu ABC-transportéru.

Diserta¢ni prace velmi péknou formou uvede &tenéfe do problematiky popisem
chronické myeloidni leukemie (CML) a pfistupt k 1é¢bé tohoto onemocnéni, a také popisem
pocetné 1ékové rezistence. Text ivodu nékdy vice, nékdy méné uspésné balancuje na hrang
obecnych vyjadfeni a pfili§ podrobnych opist s vyuzitim mnoha zkratek. Zakladni premisa
préce je vSak z ivodu zcela jasna.

Vysledkova ¢ast oznacena 6.1 prekvapivé kromé vysledkd obsahuje i vloZené
publikace. Neni zcela jasné, pro¢ figuruji na tomto misté disertace, protoZe celkové neni
disertace koncipovana jako soubor komentovanych praci. Osobné jsem oCekéval prace
v samém zavéru disertace ihned za seznamem publikaci se vztahem k disertaci (str. 137).
Jinak je uspotadani vysledkové ¢asti logické. Trochu na $kodu je zvolené rozloZeni nékterych
obrazk, napt obrazky 25 a 26 by byly mnohem piehledn&jsi p¥i uspofadani vsech tii paneli
na jedné strance. Vysledky podporuji zavéry uvedené ve shrnuti na stranach 113 - 115, coz
dokladuji i tfi publikace disertanta, které prosly rigoréznim recenznim fizenim
v impaktovanych ¢asopisech.

K disertaci madm nasledujici otazky a komentare:

1. Autor disertace konstatuje rozdil mezi detekci exprese proteinu pomoci flowcytometru
a techniky western blot. Z nasledné diskuse vyplyva nizsi spolehlivost stanoveni
flowcytometrem, pifitom je flowcytometr rutinné pouzivan ke stanoveni piitomnosti
povrchovych bunéénych markert, napt. CD34. Lze tedy zpochybnit veskeré vysledky
zaloZené na detekci exprese pomoci flowcytometru?

2. 'V navaznosti na prvni otdzku o problematické detekci exprese, neni pak pouZiti
calceinu AM kompromitovano? Je mozné vyuzit jinou, relativné dostupnou metodu
detekce akumulace xenobiotik v burice?

3. Stiedni hodnota intenzity fluorescence, zde ve vztahu k méfeni akumulace calceinu
AM, je stied piku v zaznamech z flowcytometru?

4. Pro€ nebyla vyuzita ,klasickd® biochemie, tj. satura¢ni kiivka a jeji odvozené verze
(napt. Lineweaver-Burke), k ur¢eni kompetitivni inhibice ,,-tinibt“?

Celkov¢ konstatuji, Ze prace ptinasi cenné vysledky o iloze ABCB1 v mechanismu
mnohocetné lékové resistence u pacientt s CML, coZ je patrné i ze tii publikaci v kvalitnich
impaktovanych ¢asopisech. Proto doporucuji, aby po uspe€sné obhajobé byl mgr. Petrovi
Kosztyu udélen akademicky titul doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych $kolach
¢. 111/98 Sb.

V Olomouci dne 18.11.2014

Doc. Mgr. Martin M(},d/r?nsky, PhD
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Oponentsky posudek disertacni prace

Nézev prace: Exprese ABCBI a rezistence leukemickych bunék.
Autor: Mgr. Petr Kosztyu

Skolitel: Doc. RNDr. Petr Mlejnek, Ph.D.

Oponent: Prof. RNDr. Jana Smardova, CSc.

Obecna charakteristika

Piedlozena diserta¢ni prace se zabyva ulohou transportéru ABCB1 (P-gp) v rezistenci bun¢k
chronické myeloidni leukemie k né€kterym terapeutikim. Autor prace studoval (1) vztah mezi mirou
exprese transportéru ABCB1 a rezistenci bunék, (2) zabyval se metodikou stanoveni exprese genu
ABCBI a dale (3) studoval moZnost inhibice ABCB1 vybranymi inhibitory tyrosin kinas. Nepochybné
se jednd o velmi vyznamnou oblast souc¢asné onkologie. V souc¢asné dob¢ se na jedné strané rozsituje
spektrum rutinné pouzivanych cilenych terapeutik a také spektrum typti nadort, u kterych se pouzivaji,
na druhé strané pozorujeme vyznamny podil nadord, které jsou k danym terapeutiktim rezistentni.
Pochopeni pfi¢in a mechanismd, které jsou za rezistenci odpovédné, miize pomoci najit zptsoby, jak je

prekonat.

Hodnoceni formalniho zpracovani

Predlozena disertaéni prace ma viceméné standardni uspotadani. Tvoii ji Uvod podavajici
zékladni informace o CML a jeji kli¢ové molekularni aberaci BCR-ABL. Déle je popsana cilena 1é¢ba
CML inhibitory tyrosin kinas a také mechanismy rezistence k této terapii. Po stru¢né, ale jasné
formulovanych Cilech prace nasleduje Metodicka ¢ast, ktera predstavuje kliCové experimentalni néstroje
autora. K nim patii ptiprava experimentalnich variant (li§icich se mirou exprese transportéru ABCBI)
buné¢né linie K562 odvozené z chronické myeloidni leukemie a metody analyz exprese a funkce
transportéru ABCBI1. Kapitola Vysledky je rozdélena do tii ¢asti (viz uvod posudku). Kazd4 obsahuje

piehledné zformulované a graficky zndzornéné vystupy vSech analyz a svou samostatnou diskusi. Prvni
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¢ést (Vztah mezi expresi ABCB1a pozorovanou rezistenci leukemickych buné€k) je doplnéna tfemi
publikacemi, které z t€chto vysledkt vychazeji a poskytuji dalsi, podrobngjsi, informace. Praci pak
uzavira jasné zformulované Shrnuti (v ¢eské a anglické verzi), Seznam citované literatury, Seznam
pouzitych zkratek a prehled publika¢ni aktivity autora. Prace je rozvrZzena a napsana vyvazeng,

adekvatné a peclive, po formalni strance je bez vyraznych chyb.

Hodnoceni odborné irovné

Také po obsahové strance se jedna o velmi kvalitni praci. Zadani prace, feSené tkoly jsou jasné
zformulovany. Zvolené metody jsou adekvatni, dobfe popsané a autorem zietelné zvladnuté. Stanovené
ukoly autor splnil. O kvalité a hodnot¢ jeho vysledkil sveédéi i jejich Gspé$né publikovani v zahrani¢nich

oponovanych a impaktovanych ¢asopisech.

Pripominky

1. Na str. 19 autor opakované uvadi podily pacientd s CML, ktefi doséhli ,,hlavni* cytogenetické
odpovédi na terapii. V tabulce 1 na str. 16 ale takova kategorie pro hodnoceni neni. Co tedy ,,hlavni
cytogenetickd odpoveéd™ znamena?

2. Autor opakované pouziva slovo ,,region® pro oblast na genu (,,region v angliéting). Neni to Spatng,
ale pravé slovo ,,oblast* se mi zda vhodné;jsi.

3. Na obr. 28 (str. 92) chybi pozitivni kontrola. Bez ni je vysledek malo presvéd¢ivy.

4. Na obr. 30 (str. 93) je jako kontrola pouzita linie K562 bez méfitelné exprese P-gp. Je to vhodna
kontrola?

5.V diskusi na str. 98 autor uvadi: ,,Problémem metody qPCR je jeji velkd citlivost. MiiZeme pak nalézt
pFipady, kdy neni na virovni proteinu ani funkce pozorovdn rozdil, presto lze na virovhi mRNA detekovat
signifikantni zménu.** Je to opravdu problém citlivosti metody? Neni to spi$ tim, Ze neni jasné, jaky je
vztah mezi hladinou mRNA a hladinou proteinu ABCB1? Na ¢em pak zavisi volba vhodné metody? Vi
se n€co o regulaci exprese transportéru ABCBI? A co presné autor mysli tim, kdyZ navrhuje
,komplexni* analyzu exprese ABCB1?

M rée6

6. Slovo ,,nejidedlnéjsi (str. 99) nepokladam za spravné.

Otazky do diskuse

1. V tvodni ¢asti své prace se autor podrobné zabyva strukturou fizniho genu BCR-ABL a variantami
chimérického proteinu Ber-Abl (str. 9-11). Uvadi, Ze jednotlivé varianty jsou typicky asociovany

s urCitymi typy onemocnéni. To naznacuje, Ze se tyto varianty Ber-Abl pravdépodobné 1isi v n&jaké
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vyznamné sloZce své funkce, svého plisobeni. Vi se néco o rozdilech ve fungovani ¢i regulaci
jednotlivych variant chiméry Ber-Abl? Ptipadné o jejich vnimavosti k terapii?

2. Na str. 22 uvadi autor jako jednu z mozZnych pii€in rezistence k imatinibu amplifikaci genu BCR-ABL.
Jak Castd je amplifikace BCR-ABL u pacienti s CML (ptipadné jinych onemocnéni)? Vi se néco o
pritomnosti kloni bun€k s touto aberaci pted poddnim imatinibu? Je detekce amplifikace v souvislosti

s rezistenci k imatinibu spiSe dtsledkem selekce nebo indukce imatinibem?

3. Vzhledem k tomu, Ze se zd4, Ze inhibitory tyrosin kinas se v zévislosti na své koncentraci (pfipadné
relativni koncentraci vzhledem ke koncentraci samotného transportéru) mohou chovat jako substraty
nebo jako inhibitory transportéri, jaky se da ocekavat funkéni vztah mezi hladinou inhibitoru a citlivosti
buriky (Ber-Abl) na jeho plisobeni? D4 se ¢ekat vztah linearni nebo pUjde spiSe o komplikovanéjsi
pribeh?

4. Za nejmén¢ standardni na celé disertacni praci povazuji feSeni, které autor zvolil pro zafazeni diskuse.
V préci neni zafazena jako samostatnd kapitola, ale méa podobu podkapitol jednotlivych &asti kapitoly
Vysledky. Rozumim, pro¢ to takto autor vyfesil, a ani to a priori nekritizuji. Jen se mi to zd4 pomé&rng
pfiznacné. Diskutovany jsou jednotlivé tizce vymezené, konkrétni otazky, ale trochu mi chybi $ir$i thel
pohledu. Pfedevsim zdbé&r smérem ke klinické praxi, k praktickému vyuziti autorovych vysledk a
zkuSenosti. Jak4 je tedy realna situace v blastech pacientii? Pokousel se v nich nékdo mé¥it hladiny
transportérii? V jakych (fadove) hodnotach se pohybovaly, napiiklad ve vztahu k rozpéti hodnot
dosahovanych na experimentalnich liniich K562. Jak prakticky relevantni jsou vysledky dosazené
autorem?

5. Cim se projevuje Tangierova nemoc (str. 36)?

Zavérecné hodnoceni

Podle mého nazoru Mgr. Petr Kosztyu piedlozil disertaéni praci, ktera splituje vSechna kritéria
kladena na tento typ praci. Je prvnim autorem tii piivodnich prace, které zahrnuji vyznamnou &4st
vysledk této disertace s celkovym IF 9,36 a spoluautorem dal$ich dvou publikaci, které souviseji
s tématem feSenym v piedloZené disertaci. Proto doporucuji pfedloZenou praci k obhajobé a na zakladg
Gsp&Sn€ obhajoby udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zékona o vysokych
Skolach ¢. 111/98 Sb.

Brno, 21.11.2014 Prof RNDr. Janaémardové, CESc.
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