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UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI
LEKARSKA FAKULTA
Dékanat, t¢. Svobody 8, 771 26 Olomouc, tel./fax: 585 632 063
V Olomouci 17. prosince 2014

Zapis o konani obhajoby disertaéni prace v oboru Lékarska biologie

Mgl’. Petr KOSZtyll, védecky pracovnik Ustavu imunologie LF UP a student prezenéni
formy doktorského studijniho programu Lékar'ska biologie na LF UP v Olomouci.

Téma prace: ,,Exprese ABCBI a rezistence leukemickych bunék*

Obhajoba se konala v Olomouci dne 17. prosince 2014 v 12:40 hod.

Komise: M

predseda: docRNDr ViadiminDivelky PhiD st e s ol e e e e

mistopfedseda: doc. MUDr. Mgr. Milan Raska, Ph.D. .........c.ccocccviviinninnnnnn. (/ ............................

clenové: prof RNDr: PavellAnzenbacher [DrSc-tr s & r e e e e L/ ..............................
prof. RNDr. Mgr. Marie JaroSova CSC.. .....coiivmmisssimminresinons \/ .............................

L//

doc:MUDrEdparEaber, PHiD s e e e e e e e
doc. MVDBryAlesiHamplliCScin ia s £ i e ey L/ ...............................
doc. Mgr. Martin Modriansky, Ph.D. L/ ..............................
prof. RNDr. Jana Smardova, CSC. .........uvvvvvvvvrvrverrrnnennnnn. L/ ....................

Oponenti:
Doc. Mgr. Mirfin Modriatdiy, PRIV, ... .oooocsicircciismsosicsiinme i~ o
Ustav Iékarské chemie a biochemie LF UP / '
Prof. RNDr Jana Smardovh, €3¢ .. «.omebmpmisondiisiimiosbaescog a Lot
Ustav patologie LF UM a FN Brno

Skolitel: doc. RNDr. Petr Mlejnek, Ph.D. L/ ...........................

Pfedseda komise piednesl stru¢nou charakteristiku uchazece, hodnoceni skolitele a vedouciho
Skoliciho pracovisté. Poté uchaze¢ vylozil podstatny obsah své disertace. Oponenti piednesli své
posudky. Uchaze¢ odpovédél na ptipominky a dotazy oponenti.

Ve védecké rozpravé vystoupili: viz pfiloha — zapis o diskusi.

Hlasovani se ucastnilo ...J.. Slenii komise. Kladn& hlasovalo ..x... Clent, zaporné .. So&lend,
neplatnych listk bylo odevzdano 7).~

Usneseni:

Piitomni ¢lenové komise tajnym hlasovanim rozhodli, ze Mgr. Petr Kosztyu obhdjil disertacni praci a
doporucili udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych Skolach
¢. 111/98 Sb.

doc. RNDr. Vladimir Divoky, Ph.D.
predseda komise




Otazky oponentu a komise pri obhajobé diserta¢ni prace
Mgr. Petra Kosztyu

Otazky doc. Modrianského:
Otazka: Lze zpochybnit viechny vysledky zeloZené na detekci exprese pomoci flowcytometru?

Odpovéd’: Nelze zpochybnit vSechny vysledky dosazené flowcytometrem. My pouze
poukazali, ze pfi pouziti dané protilatky UIC2 mohou byt vysledky nespolehlivé, a to
vzhledem k vlastnosti dané protilatky.

Otazka: V navaznosti na prvni otdzku o problematické detekci exprese, neni pak pouZiti
calceinu AM kompromitovano? Jakou jinou, relativné dostupnou metodu detekce akumulace
xenobiotik v burice?

Odpoveéd’: Pouziti calceinu AM neni kompromitovano, protoze jsme v praci neukazali
nespolehlivost calceinu, ale pouze aplikace ndmi pouzivané protilatky. U calceinu je potieba
davat pozor na ptitomnost latek zvySujici nebo snizujici fluorescenci a na specifi¢nost ve
vztahu k ABC transportérim.

Otéazka: Stiedni hodnota intenzity fluoresce, ve vztahu k méreni akumulace calceinu AM, je
stred piku?

Odpoveéd’: Stiedni hodnotou jsem myslel spiSe prumér, ale vzhledem k tomu, Ze jsme se
snazili pouzivat buiiky, u kterych byla exprese P-gp a tudiz zdznam z flowcytometru
symetricky pik, hodnota stfedni hodnoty intenzity a primérnéa hodnota intenzity fluorescence
se velmi blizi k sob¢ a téméft se nelisi.

Otazka: Proc nebyla vyuZita ,, klasickd biochemie k urceni kompetitivni inhibice ,, tinibu*?

Odpovéd’: Klasickou biochemii jsme nepouzili, protoze jsme chtéli co nejvérnéji napodobit
situaci v burice. Vzhledem k tomu, jaky je mechanismus transportu substrati P-gp, rozhodli
jsme se pouzit pii inhibi¢nich testech samotné buriky, abychom zahrnuli vSechy faktory, které
mohou inhibici ovlivnit, jako je napt. kompetice nejen o vazebné misto P-gp, ale také
kompetice o misto v membrané.

Otazky prof. Smardové:

Otazka: Jednotlivé varianty Bcr-Abl jsou typicky asociovany s urcitymi typy onemocnéni. Vi
se néco o fungovani a regulaci jenotlivych variant chiméry Ber-Abl? Pripadné o jejich
vnimavosti k terapii?

Odpoveéd’: Jednotlivé varianty se lisi velikosti a tudiz i pfitomnosti ¢i nepfitomnosti uréitych
domén. Pravé pritomnost rozdilnych domén se ptedpoklada za dilezity faktor. Jednotlivé
varianty také interaguji s nékterymi rozdilnymi proteiny a rozdilné proteiny aktivuji, coz
muze vysvétlit riznost onemocnéni, které jednotlivé varianty zptisobuji. V in vitro
podminkach jsou vSechny varianty na terapii stejné citlivé, ale varianta p190 je vice agresivni




a pacienti s variantou p190 jsou Castéji rezistentni na terapii. Pfedpoklada se ur€ity vliv
prostiedi.

Otazka: Jak castd je amplifikace BCR-ABL u pacientii s CML (pFipadné jinych onemocnéni)?
Vi se néco o pritomnosti klonit bunék s touto aberact pred poddnim imatinibu? Je detekce
amplifikace v souvislosti s rezistenci k imatinibu spise disledkem selekce nebo indukce
imatinibem?

Odpoveéd: Amplifikace se vyskytuje u blastickych bunék v 30 % piipadi. Pred podanim
imatinibu se vyskytuje v zévislosti na fazi, kdy je pacient diagnostikovan. Pokud je
diagnostikovan v chronické fazi, pak je amplifikace spise nepravdépodobna, ale nelze ji ve
vyjimeénych ptipadech vyloucit. Amplifikace se objevuje v souvislosti s nestabilitou genomu
bunék chronické myeloidni leukemie.

Otazka: Vzhledem k tomu, Ze se zda, Ze inhibitory tyrosin kinas se v zavislosti na své
koncentraci (pripadné relativni koncentraci vzhledem ke koncentraci samotného
transportéru) mohou chovat jako substraty nebo jako inhibitory transportéru, jaky se da
ocekavat funkcni vztah mezi hladinou inhibitoru a citlivosti buriky (Bcr-Abl) na jeho
pusobeni? Da se cekat vztah linedrni nebo piijde spise o komplikovanéjsi priibéh?

Odpovéd’: Vztah mezi hladinou tyrosin kinasového inhibitoru a citlivosti bunék (Bcr-Abl) se
da ocekavat velmi komplikovany, vzhledem k tomu, kolik faktord se na tomto vztahu podili.
Zalezi na koncentraci inhibitoru, pii nizSich koncentracich ptisobi inhibitory jako substraty,
pti vysSich poté jako inhibitory P-gp. Zalezi dale na mite exprese P-gp a dalSich faktorech.

Otazka: Jakda je tedy redlna situace v blastech pacientii? Pokousel se v nich nékdo mérit
hladiny transportéru? V jakych (fadové) hodnotdch se pohybovaly, napriklad ve vztahu k
rozpeéti hodnot dosahovanych na experimentdlnich liniich K562. Jak prakticky relevantni jsou
vysledky dosazené autorem?

Odpovéd: Hladina P-gp v blastech bun¢k CML bude velmi heterogenni. Byly naméteny jak
nizké, tak vys$si hodnoty. V jedné publikaci nebyli schopni detekovat protilatkou UIC2
zadnou expresi. Obecné se ale u nadorovych bunék predpoklada spise nizsi exprese, kterou
nelze viibec porovnavat s expresi nadorovych linii ziskanych in vitro selekci protinadorovym
lé¢ivem. Nase vysledky ukazuji, Ze ikdyz dojde k mirnému zvySeni exprese P-gp u
nadorovych buné€k, neznamena to, Ze tyto budou obecné rezistentni. Mohou byt pfipady, Ze
buriky na jedno 1é¢ivo budou rezistentni, zatimco na druhé nikoliv. Déle jsme ukazali, Ze
ucinnost inhibice P-gp je zavisla na expresi P-gp, proto je dilezité testovat inhibitory P-gp na
nadorovych liniich, u kterych exprese P-gp odpovida expresi P-gp nachazené u klinickych
vzorkd.

Otazka: Cim se projevuje Tangierova nemoc (str. 36)?

Odpovéd: Tangierova nemoc je autosomalné recesivni onemocnéni, které je zptisobeno
mutaci genu ABCA . Projevuje se zvétSenymi zluto-oranZzovymi mandlemi, zvétSenou
slezinou, jatry, abnormalitami oka, snizenou koncentraci cholesterolu v krvi, absenci HDL v
plazmé, akumulaci cholesterolu v retikulo-endothelialnich bunikach mandli, brzliku,
lymfatickych uzlin, kostni dieni, sleziny, ukladanim tuku ve Schwannovych burikach nebo
hladkém svalstvu.




Otazky ¢lenu komise v prubéhu diskuze

Doc. Modriansky: Interferuji imatinib a nilotinib s calceinem AM? Jsou tedy imatinib a
nilotinib kompetitivni inhibitory P-gp?

Odpoveéd’: Myslim, Ze neinterferuji, coz bylo ukazano pfi testu na butikdch K562 bez
méfitelné exprese P-gp a u kterych byla fluorescence calceinu AM neménna.

Ukazali jsme, Ze imatinib je slaby kompetitivni inhibitor, nilotinib byl jak kompetitivni
inhibitor, tak také dokaze P-gp inhibovat nadbytkem substratu.

Doc. Raska: Co je zndmo o celkové regulaci funkce P-gp? Byly pripravené burnky stejné
morfologicky?

Odpovéd’: P-gp je regulovan velmi slozité a komplexné, at’ uz jde o stabilizaci mRNA,
iniciaci translace, trafiking na misto urceni, posttranslaéni modifikace a dalsi.
Pfipravené buiiky byly skute¢né morfologicky stejné.

Doc. Hampl: Jak nestabilni jsou pouZité linie, co se tyka nestability genomu? Zacaly se
buriky chovat v prubéhu let odlisné?

Odpovéd’: Buiiky K562 jsou dosti nestabilni, dochézi u nich k polyploidiim, riiznym
prestavbam genomu.

Ano, buriky se chovaly ¢asem mirné odli$né, coZ jsme pozorovali na zméné hodnoty IC50, pii
testovani cytotoxického ptisobeni riznych 1é¢iv.

Doc. Divoky: Dd se u pacienta ocekdvat heterogenni nebo homogenni populace bunék

v souvislosti s expresi P-gp?

Odpovéd’: U pacienta se da ocekavat rozhodné velmi heterogenni populace s riznou expresi
P-gp, ale je velmi tezké fici, v jakém rozmezi tato exprese je.

Doc. Faber: M¢li jste k dispozici také dalsi inihibitory tyrosinovych kinas?

Odpoveéd’: Méli jsme k dispozici jesté dasatinib, ktery ale nebyl v hlavnich experimentech
pouZit.




