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Nézev prace: Charakterizace novych inhibitort kinas v modelovych systémech
in vitro

Prace Mgr. Evy Reznitkové byla vytvotena v ramci doktorského studijniho programu
Biochemie na PHrodovédecké fakulté Univerzity Palackého v Olomouci pod vedenim Doc.
RNDr. Vladimira Krystofa, Ph.D.. Prace je zamé&fena na charakterizaci protinadorovych a
antiparazitickych i¢inkii novych sérii nizkomolekularnich inhibitord cyklin-dependentnich
kinéz. Prace vytvaii dobry zéklad pro moZny vyvoj novych latek, inhibujicich proliferaci
nadorovych bun&k nebo viabilitu protozoalnich parazith. Laboratof Doc. Strnada patii k
vyznamnym pracovis$tim orientovanym na uvedenou problematiku a je zarukou kvalitni
védecke piipravy doktorandi.

Prvni &4st prace je tvofena iivodem, zahrnujicim cile prace a dobfe napsanym a informativnim
piehledem problematiky, v ném¥ jsou shrnuty zakladni informace o cyklin-dependetnich
kin4zach a jejich hlavnich funkcich. Hlavni ¢ast pfehledu je potom vénovana moZnostem
vyuziti cilené inhibice cyklin-dependentnich kindz v protinddorové a antiprotozoalni terapii.
Nasleduje kapitola Metodika, ve které jsou stru¢né, ale pfehledng a vystiZzn€ popsdny
autorkou pouZivané metody.

Na kapitolu Metodika navazuje nejdiileZitéjsi ¢ast prace nazvana Komentované vysledky a
diskuse. Uvodni podkapitola je vénovéna studiu biologické aktivity novych derivat
roskovitinu. Diiraz byl kladen na zlep$eni CDK-inhibiénich a antiproliferanich vlastnosti, ale
i na zdokonaleni metabolické aktivity inhibitord. Nejaéinnéj§i latka ze série 3r vykazovala
oproti roskovitinu vyrazné zlep$eni inhibice CDK2 i niZ¥ primérmou hodnotu IC50
stanovenou na panelu 6 nadorovych linif. U bun&k nadorovych linif HCT-116 a K562 doslo
ptisobenim inhibitoru v nizk§ych mikromolarnich koncentracich k zablokovani bun€éncho
cyklu i replikace DNA a také k indukci apoptdzy. Nejucinnéjsi molekula za série 6b
vykazovala CDK-inhibiéni i antiproliferaéni aktivitu jiZ v nizkych nanomoléarnich
koncentracich. U melanomovych bungk linie G361 indukovala apoptézu, blokovala replikaci 1
prichod bun&énym cyklem. V navazujici podkapitole je popsano testovani dvou novych
derivith roskovitinu (BA-12 a BP-14) v modelech hepatoceluldrniho karcinomu. Obé latky
uginng inhibovaly proliferaci HCC linif jiZ v submikromolarnich koncentracich. Na modelu
diethylnitrosaminem-indukovaného karcinomu jater bylo prokézéano, Ze ob€ latky sniZuji
velikost nadorovych loZisek na povrchu jater, coZ naznacuje terapeuticky potencial CDK
inhibitorf pro 1é&bu hepatocelularniho karcinomu. Tieti podkapitola se vénuje popisu studia
biologické aktivity pyrazolo[4,3-d]pyrimidinovych inhibitorG CDK. Testovana latka 2i
blokovala priichod bun&&nym cyklem, inhibovala replikaci i transkripci a indukovala

v nadorovych butikach apoptézu. Navic inhibovala angiogenezi na Grovni inhibice migrace
endotelidlnich bun&k i tvorby tubull. Posledni podkapitola se vénuje popisu studia
antileishmanidlni aktivity trisubstituovanych purimi. Litka s ozna¢enim 10i v nizkych
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mikromolarnich koncentracich G&inn€ inhibovala proliferaci viech testovanych druhi
leishmanii vEetné lidskych patogenil L. major a L., donovani, aniZ by ovlivnila viabilitu
neproliferujicich lidskych fibroblastil, coz naznaduje mozZny terapeuticky potencial latky 10i.

Ve vech podkapitolach jsou dosaZené vysledky uvadéné do kontextu nejnovéjsich poznatkil
v oboru. Zéroveti je diskutovan vyznam vysledkl pro biomedicinu a zv1a§té€ nadorovou a
infek¢ni biologii. Kapitola Zavér obsahuje struéné a pehledné shrnuti vysledki prace a jejich
vyznamu.

V disertadni préci je zahrnuto 5 publikaci, kde je Eva Reznitkova spoluautorkou, z toho u
dvou je prvni autorkou. Jedna se o kvalitni publikace, véetn€ publikace v ¢asopisech Journal
of Medicinal Chemistry a Molecular Cancer Therapy. Autorka byla v rimci doktorského
studia jesté€ spoluautorkou dvou dalich publikaci, patentové ptihlasky a celé fady
konferenénich piispévk.

Prace je napsand dobrou &eStinou. I z hlediska literdrniho a grafického zpracovani je velmi
dobrd. To dokumentuje autoréinu snahu a schopnost prezentovat vysledky na Grovni.
Drobné formalni nedostatky (ob&asné pouZiti ,,laboratorniho slangu®) jeji iroveii nesnizuji.

Podle mého nézoru predloZena prace jednoznaéné prokazuje zpiisobilost Evy Reznitkové k
tviréi védecké préci a odpovida poZadavkim kladenym na doktorandskou disertaéni praci.
Proto doporucuji, aby price byla pFijata jako zaklad pro Fizeni o udéleni védecké
hodnosti Ph.D.

K praci mam nasledujici otdzky:

Na strané 47 piSete: ,,...plisobenim vy$§ich koncentraci 2i (40 uM)
{(proapoptoticky ucinek) téme&f vymizel a vyrazné prevazoval cytostaticky tiéinek
latky 21 nad cytotoxickym. To mize byt patrn€ disledkem odli$ného inhibi¢niho
profilu cilovych kinas pfi plisobeni riznych koncentraci latky 21.“ Méate o tom
né&jakou konkréingjsi predstavu, piipadné — mate néco podobného konkrétnéji
dolozZeno doloZeno pro jinou latku?

Jakymi v soucasné dob€ zndmymi mechanismy ovlivituji CDK (napf. CDKS5 a
7) bunécnou migraci?

Podpis oponenta:
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Oponentsky posudek na praci

“Charakterizce novych inhibitord kinas v modelovych systémech in vitro”
(disertacni prace)

Mgr. Eva Reznickovd

Pani Mgr. Eva Reznickovd predklada disertadni praci, vypracovanou v Laboratofi
riistovych regulatort pfi P¥rodovédecké fakulté University Palackého v Olomouci pod
vedenim Doc. Vladimira Krystofa. Prace je vypracovana jako shrnuti o 81 strankdch s péti

piilohami, které obsahuji odborné prébe autorky.

Autorka ve své disertadni praci nejprve v teoretickém tvodu shrnuje soucasny stav
feiené problematiky, kde se soustfed’uje na tilohu cyklin-dependentnich kinas v regulaci
bun&&éného cyklu i dalsich procesti. Brzo pak pfechazi na shrnuti literdrnich udajd o znamych
inhibitorech CDK a jejich SAR. Teoretickd &4st préce je zakonena struénym piechledem
literatury o hepatocelularnim antigenu a o0 CDK jako potencidlnim cili antiparasitarni
terapie. Uvod je tak nutné pon&kud heterogenni. Pfehlednosti vykladu by velmi prospélo
vice obrazk® nebo schémat, zejména vyklad o vztahu mezi strukturu a aktivitou inhibitord
CDK nebo o alosterickych inhibitorech t#chto kinas je bez zobrazeni struktury proteinu

s vyznadenim vazebného modu inhibitorl t&Zko srozumitelny.



V experimentdlni &asti se struéné popisuji metody, pouZité pii praci na disertaci,
které zahrnuji zejména préci s bun&&nymi kulturami nadorovych bungk, fluorometrica
stanoveni aktivit kaspas a analysu bun&éného cyklu a transkripce. Autorka se zfgjme béhem
svych zahrani¢nich pobytl zabyvala i testovanim nékterych slouCenin na zvifecich
modelech.

V dalsi casti (Vysledky a Diskuse), autorka potvrzuje schopnost téchto method
vyuZivat, raciondln€ experimenty analysovat a stfizlivé zhodnotit jejich vysledky.
Disertantka zde popisuje biologickou aktivitu novych derivatl roskovitinu pfipravenych
modifikaci vychoziho purinového skeletu v polohach 2, 6 a 9 a vysledky jejich testovani na
nadorovych lintich. Z vysledki plyne, Ze se podatilo pfipravit ngkteré znejicinngjsich
znamych inhibitord CDK zaloZenych na purinovém skeletu. Dva vybrané inhibitory byly
dale testovany na modelech hepatoceluldrniho karcinomu (jak ex vivo, tak i na zvifecim
modelu) s povzbuzujicimi vysledky.

Dale se shrnuji vysledky ziskané studiem bioisosteri purinového skeletu, latek
s pyrazolo [4,3-d]pyrimidinovym skeletem. Touto modifikaci byly pfipraveny latky s novou
speficitou vigi ndkterym CDK a tim i novou aktivitou (inhibice angiogenese), kterd miize
mit zajimavy terapeuticky potencial.

Velmi bych ocenil skutenost, Ze v laboratofi disertantky neziistali u testovéni
protinadorovych aktivit nové piipravenych latek, ale velmi pf‘edvida;/é rozsifili spektrum
testovanych cilit i na antiparazitarmi G8inky. U nékterych latek byla prokazéna jejich
antileishmanialni aktivita, a mohou se tak stat zdkladem dal$iho velmi slibného medicinalné-

chemického vyzkumu.

Z formélniho hlediska je prace v pofadku, byt’ mne trochu zklamal takfka chyb&jici
obrazovy material. Price m4 malo pfeklepil a edtina je celkem v pofadku. Jen na dikaz
toho, Ze jsem préaci opravdu &etl, uvadim chybgjici ndzev asopisu v odkazu Shu ef al. na
str. 71.

Predkladand disertace popisuje experimentdlni vysledky na téma vztahu mezi
strukturou a aktivitou inhibitordi CDK, které autorka zvefejnila vsedmi odbornych
publikacich ve pigkovych nebo velmi dobrych mezinrodnich asopisech (J. Med. Chem.,
Eur. J. Med. Chem., Bioorg. Med. Chem. nebo Mol. Cancer Ther.). Pohledem do Web of
Science zjitujeme, Ze jeji prace k dne¥nimu dni nasbiraly uZ 37 citaci, coZ jist® sv&d¢i o
jejich kvalits, stejné jako o aktualit® tématu a renomé Zkolitelské laboratofe.

Rad bych autorce v rAmei diskuse poloZil n€kolik otazek:



1/ Co je znamo o farmakokinetickych vlastnostech testovanych slou¢enin, napf.
derivatu roskovitinu 6b (Piloha II)?

2/ Pt v&i teté ke Karlu Berkovi a $kole Pavla Hobzy, molekuldrni modelovani
nemii¥e ,,prokizat rozdil v G€innosti“ Zadnych dvou latek (str. 47 disertace), modelovani
ma¥e pispét k predikci nebo interpretaci experimentdlnich dat, nemiize je nahradit.
Nicméng, je trochu prekvapivé, Ze po letech Gsp#iného medicinalng chemického vyzkumu
inhibitord CDK nejsou k disposici struktury jejich komplext s cilovymi proteiny. Pokusila
se disertantka o podobnou strukiurng biologickou studii a v&em spodivaji pripadné
technické obtiZze?

3/ Prostorova struktura by byla velmi zajimava i pfi studiu aktivity inhibitord CDK
uéinnych proti leishmaniim. Zkousely se tyto nebo podobné derivaty proti jinym parazitim,
ptipadng proti virim? Jsou v laboratofi kandidétky, pifpadn¢ v literature data o piipadném
zniku resistence proti inhibitordm CDK u parazitii? Lze vznik resistence oCekavat a jaky by’

mohl byt jeho mechanismus?
Na zavér s potéSenim konstatuji, Ze predloZena prace Mgr. Evy Reznitkové zcela

napliiuje i velmi ndroné poZadavky kladené na disertatni préaci v oboru biochemie a plné ji

proto doporuduji k obhajobg.

V Praze, 3.6. 2016 Jan Konvalinka



