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Disertaéni prace Mgr. Natilie Kudlové se zabyva optimalizaci a validaci postupu testovani
potencialnich senolytickych latek na in vivo a in vitro modelech. Jedna se rozsahem o obsahlou
disertaéni praci, ve které se autorka na 216 stranach zabyva tématem senescence. Toto téma
pfedstavuje v soucasnosti jednu z aktudlnich spolecenskych a védeckych vyzev diky zaméfeni na
zvysSeni kvality Zivota stdrnouci lidské populace a souc¢asné moznému vyuziti nékterych poznatki
v protinddorové terapii.

Préce je usporddéana do logickych celkl. Abstrakt je pfehledny, jednotlivé feSené okruhy jsou jasné
pojmenované a vysledky prace jsou lehce identifikovatelné.

Teoreticky Givod zahrnuje nékolik podkapitol. Ty jsou déle pfehledné Elenény a dovoluji si utvofit
obraz o soudobém stavu poznani v oblasti vyzkumu senescence. Je to mimo jiné diky $irokému
zaméFeni této ¢4sti. Uvod pokryva soudasny stav poznani od biomarkert senescence a moZnosti
jejich detekce, pfes vybrané modely senescence aZ po prehled senolytickych a senotoxickych létek
a jejich plisobenti vietnd pouZiti senolytik v protinddorové terapii.

Cile préace jsou jasné vymezeny a jsou zcela v souladu s dal§imi kapitolami. Cile zahrnuji mimo
jiné optimalizaci bunétného akcelerovaného radiaéniho modelu senescence a jeho pouZiti pro
identifikaci potencialnich senolytik, optimalizaci a validaci neinvazivniho odbéru mysich chlupt
pomoci nové pfistrojové technologie a jejich pouziti pro vyzkum senescence a testovani vybranych
potencialnich senolytik na pfirozeném replikativnim my$im modelu senescence.

Stat’ vénovana metodice je rovnéz prehledné napsand a umoZzfiuje vytvotit si jasnou predstavu o
provedenych experimentech. :

Cést disertace, kterd se zabyva vysledky, je vhodn€ ¢lenénd podle cildi, coZ usnadfiuje orientaci
v textu. Vysledky prokdzaly, Ze jednotlivé cile byly beze zbytku splnény. Jako vyznamny ptinos
prace povazuji krom& optimalizace jednotlivych modeldt pfedev&im identifikaci novych
potencialnich senolytickych latek. Silnou strankou je rovnéZ statistické zhodnoceni veskerych
dosaZenych vysledka.

V kapitole Diskuse jsou vysledky vhodné diskutovany a uvedeny do souvislosti s relevantnimi
vysledky z jinych studii.

Zavér obsahuje shrnuti dosazenych vysledki a jen déle umociiuje jasnost a prehlednost celé prace.

Nedilnou sou¢asti disertace jsou i pfiloZené ¢lanky v impaktovanych Sasopisech, kde je autorka ve
dvou piipadech uvedena na prvni pozici. Jedna se celkem o tfi ¢lanky, pfidem? jejich tematické
zaméfeni je v souladu se zamé¥enim celé disertace.

Moje pfipominky se tykaji pfevazné méné vémého prekladu nékterych ¢asti abstraktu, stylistickych
zmén a nékterych preklepl. Napf. v anglické verzi abstraktu chybi pieklad v Seském abstraktu
uvedencho slova ,,tkani“; déle namisto ,, Although* v 5. fadku abstraktu by bylo vhodn&j§i pouzit
slovo ,Nevertheless“, namisto spojeni ,adaptovan z*“ v legendé nékterych obrazkd by bylo
vhodn&j3i pouZit spojent ,,pfevzat*, pfipadng ,,upraven® nebo jejich spojeni. Na stran& 19 (1. ¥adek



nad obrazkem 6) namisto ,,detekovana® pouZit ,,detekovano®, na stran¢ 24 (1. fadek nad tabulkou
1) namisto vyrazu s ,,piilozenymi“ je vhodnéjsi vyraz ,,uvedenymi‘.

U tabulky 1 na str 24 by bylo vhodné uvést reference, u téze tabulky je u biomarkri BrdU a EAU
vhodnéjsi uvést jako detekéni metodu AC — afinitni cytochemii, jelikoZ u téchto dvou biomarkri
je moznd jejich detekce nejen pomoci protilatek a fluorescence, ale rovnéZ v pfipadé BrdU pomoci
peroxidazy nebo fosfatazy a pomoci klik reakce v piipadé EdU.

Véta na str 31 (zaldtek 2. odstavce) je nejasnd, chybi podmét?

Str 74 (3. tadek odspodu) zfejmé vinou automatickych oprav je slovo ,Jistym* psdno chybné
s velkym pocatecnim pismenem.

Strana 92, obr. 31 - namisto ,,v jinych* by byl vhodné&;jsi vyraz ,,v riznych®.

Uvedené ptipominky ale nijak nesnizuji obsahovou kvalitu prace. Navic vétSinu z mych
pfipominek bézny ¢tenat pravdépodobné ani nezaznamena.

Agkoli je disertadni prace psana srozumitelné a odpovidé na v&tsinu otazek, pfesto bych mél na jeji
autorku nékolik dotazi: "'

1) Nastrang 9 (4. tadek od konce) je uvedeno, Ze v senescenci dochézi ke zplosténi a zvétSeni
buné&k. U legendy k obrazku 2 je uvedeno,'Ze mezi biomarkery silné svazané se senescenci
a pozorované u vétiny senescentnich bunék pati zmény velikosti a tvaru. Byl tento znak
patrny u viech hodnocenych vzork? Je tento znak hodnotitelny i u suspenznich bun&k?
Jakou metodu by autorka doporucila pro hodnoceni téchto zmén a jedné se o zménu, kterd
je patrna u celé populace bunek, nebo jen u jeji Casti, piipadné jak byla velka tato ¢ast u
hodnocenych vzorki?

2) Nastrané 13, fadek 8 je uvedeno, Ze senescentni bufiky opousti cyklus na hranici G1/S nebo
G2/M. Je néco znamo o faktorech, které rozhoduji, kdy dojde k opusténi cyklu?

3) Na strané 54 je uvedeno, Ze byla oznacena cytoplazma. Byla vybrdna automaticky nebo
manualné? Pokud automaticky, jaké parametry byly pouZity pro jeji identifikaci?

4) Autorkou identifikované latky S1, S2, S3 s potencidlnim senolytickym G¢inkem patfi do
skupiny nukleosidi. Existuje pfedstava o mechanismu jejich uCinku napf. ve srovnani
s diskutovanym prekurzorem S-fluoruridinu (strana 109)?

Prace Mgr. Natilie Kudlové spliiuje pozadavky kladené na disertacni praci. Proto ji doporucuji
k obhajobe¢.
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PredloZena dizertacni prace Mgr. Kudlové se zabyva ustanovenim modell senescence a jejich
naslednym vyuzitim pro studium potencialné senolytickych latek in vitro a in vivo. Vychazi ze ti
¢lankd publikovanych v ¢asopisech s IF- dvou prvoautorskych (review v Int. J. Mol. Sci., IF
6,208, Q1, originalni ¢lanek v Aging-US, IF 5,955, Q2) a jednoho ¢lanku v roli spoluautora
(Stem Cells Int., IF50158 3,902, Q2). Dle ptilozené bibliografie je pfedkladatelka spoluautorem
dalSich dvou ¢lanku v ¢asopisech s IF a jedné kapitoly v knize.

V rdmci prvniho cile autorka optimalizovala model radiaci indukované senescence pro potfeby
vysokokapacitniho testovani. Linie po vystaveni ionizujicimu zafeni vykazovaly morfologické
zmény a dochézelo k charakteristické akumulaci lipofuscinu. Kvantifikace autofluorescence
lipofuscinu se v§ak neukdzala jako dostatecné spolehlivy néstroj pro testovani senolytik.
Senolyticky ucinek byl proto testovan jednak s pouzitim MTS testu a dale autorkou
optimalizovanou kvantifikaci SA-beta-galaktosidasové aktivity pomoci obrazové analyzy.
Témito piistupy byl potvrzen mozny senolyticky uéinek fady znamych slou€enin a predevsim
byly identifikovany kandidatni nové nasyntetizované senolytické latky (v textu z diivodu
planované patentové ochrany anonymizovany kody S1-S3). V ramci cile dvé autorka prokazala,
Ze minimalné invazivni odbér mysich chlupti pomoci nové navrzeného zafizeni umoziiuje vyuzit
my$i folikuldrni buniky k izolaci nukleovych kyselin a téZ ke studiu senescence. V ramci cile t¥i
byly s vyuzitim tohoto modelu otestovany latky S1-3 vybrané na zakladg in vitro testi a byl
prokazan jejich (byt’ ¢asové znaén& omezeny) senolyticky efekt. Vyty&ené cile se podafilo
naplnit, zavedena metodika byla vyuzita v ptiloZenych publikacich. Autorka prokazala mozné
senolytické ucinky latek S1-3 (dle textu se jedna o modifikované nukleosidy). Posledné uvedené
vysledky nebyly dosud publikovany, je planovana jejich patentova ochrana.

Téma prace je aktudlni, senescentni buiiky se podili na patogenezi fady onemocnéni souvisejicich
se starnutim a pfispivaji k patogenezi nadorovych onemocnéni. Z tohoto déivodu jsou senolytika
velmi zajimavou skupinou latek, kterd ma potencialni vyuziti u fady t&chto onemocnéni véetnd
malignich nadort. P¥inos prace spatiuji v optimalizaci metodiky pro vysokokapacitni testovani
potencialnich senolytik, za velmi pfinosné dale povazuji zavedeni a validaci metody na odbér
mySich chlupovych folikulll, kterd umoznuje ziskat minimélné invazivnim zpisobem a
opakované€ material pro dalsi studie (demonstrovano na pfikladu genotypizace,
imunofluorescenéni detekce proteinti a qRT-PCR analyzy genové exprese).



Prace je psana Cesky, je standardné ¢lenéna, zahrnuje 146 stran textu véetn& 263 prevazné
recentnich referenci. Déle jsou pfiloZeny publikace, ze kterych prace vychazi, a suplementa.
Vysledky jsou doloZeny tabulkami, grafy a mikrofotografiemi, za velmi ptinosné povazuji
schematické zndzornéni experimentalniho pfistupu napt. v ramei cile 1.

Jazykova uroveti je velmi dobrd. Text obsahuje drobné nepfesnosti ¢i néktera mozna aZ piilisna
zjednoduSeni (napf. metaloproteiny z matrix- ziejmé MMP, opakovan& pouZivané spojeni
»replikativni model senescence™ ¢i 1 ,,replikativni model* - spiSe ,,model replikativni
senescence”, str. 25 ,,pfepnuti na on rezim vede k emisi detekovatelného spektra svétla®, str. 26
nemoznost vizualizovat NIR sondy pomoci MRI ¢i PET nebude zfejmé z4viset jen na jejich
,nizké schopnosti penetrace®, ponékud nesouroda charakterizace latek v tabulce 7), ty viak
nebrani celkove dobré srozumitelnosti textu. V nékterych mistech vysledkové &asti by viak bylo
pro vétsi pfehlednost vhodné u provadénych experimentt struéné zminit jejich cil a kli¢ové
parametry zvolené metodiky (napf. 4.1.6). Pfestoze je tyto idaje mozné dohledat v ¢asti Material
a metody, text by byl pro ¢tenate ,,pivetivejsi®.

Mém nékolik kritickych pfipominek k prezentaci vysledka

* Grafy, u kterych osa Y nezacina nulou, sice lépe ilustruji pozorované rozdily, ale pongkud
zkresluji prezentovana data. PouZiti osy s jasné vyznafenym pierusenim je v tomto
ptipad¢ vhodnéjsi (obrazek 21).

o Obsahlé tabulky 12, 14, S1 zaméfujici se pfedevsim na p hodnotu jsou ponékud
nepiehledné, pfispiva k tomu mj. velky pocet desetinnych mist u zobrazenych hodnot.
Krome statistické vyznamnosti je dileZitym parametrem velikost pozorované zmény, coz
napf. z tabulek S1 neni mozné vy¢ist. Zavislost odpovedi na davce je obtizné posouditelna
1 v tabulkéach 12 a 14.

* U mikroskopickych obrazkii by mélo byt uvedeno méfitko, udaj o pouzitém zvétseni je
v ptipadé digitalnich fotografii malo informativni.

* Pro porovndvani vice skupin a opakovanych méfeni jsou vhodn&jsi ANOVA &i jeji
neparametrické formy spiSe nez t-test (napt. obrazek 36, 39).

Otazky, které ve mne Cetba dizertaéni prace vyvolala:

* Rozdily v IC50 u nékterych latek testovanych MTS testem, které jsou oznaceny jako
potencialné senolytické, je pomérné maly (Tabulka 11, napt. u MRCS pro quercetin 10,77
vs 16,2 uM a MCOPPB 6,55 vs 8,33 uM pro senescentni resp kontrolni kultury).
Podporuji zdrojové kiivky zavislosti odpovédi na davcee zavér, Ze jsou tyto latky
senolytické? Kontrolni buiiky jsou aktivné proliferujici, zatimco senescentni buriky
ziejm¢ proliferuji jen malo. Pfepokladate, Ze ke zméné v poctu viabilnich bunék
detekovanych MTS testem dochazi stejnym mechanismem (zanik bunék, ovlivnéni
proliferace...)?

e Vysledky MTS testu a SER spot analyzy pro experimentalni latky S1 a S3 jsou ve vétsing
pfipadi zcela opacné (Tabulka 11, 12, S2), obé latky jsou vysoce toxické pro nadorové
buiiky, u senescentnich nddorovych bunék je toxicita vyrazné nizsi. Jak si to vysvétlujete?
Tabulka 12 dokumentuje pokles procentudlniho zastoupeni senescentnich bungk, méni se
vlivem testovanych latek i celkovy pocet bunék?

e PfestoZe je znacna Cast dizertacni prace pomérné metodicky zamé¥end, neni metodika
SER spot analyzy a jeji optimalizace piili§ detailné popsana. Demonstrujte prosim napt.
na datech z obrazku 24. Cemu odpovidaji kontroly v obrazku 24 (uvedena jedna hodnota,



testovany tfi rizné linie)? Byla vySsi senescence bun€k uréend pomoci SER spot analyzy
po ozafeni 3x 10 Gy ve srovnani s jednorazovou davkou 10 Gy potvrzena nezavislou
metodou?

e Obrazek 37 poukazuje na narust exprese p21 po aplikaci ionizujiciho zafeni. Dochéazi
vSak 1 ke zméndm v neozarené koncetiné, které jsou (snad s vyjimkou dne 28) v podstaté
identické. Jak spolehlivym markerem je p21 v tomto modelu a ¢im si vysvétlujete zmény
v neozatené konceting?

e Podani latek S1-S3 v modelu ionizujicim zafenim akcelerované senescence in vivo vede
pouze ke kratkodobé zméné exprese pl6 a p21. Jakym mechanismem si zmény a jejich
prechodny efekt vysvétlujete? V zavéru je zminén cytotoxicky efekt viici starnoucim
burikdm in vivo (str. 112)- planujete tento zavér podpofit néjakou dalsi metodou?

e V Gvodu mé zaujala zminka, Ze digoxin a ouabain maji potenciél ovlivnit senescentni
buriky. Dochézi k tomu v koncentracich dosahovanych pfi klinickém pouziti digoxinu, ev.
podporuji tuto moznost data napt. od pacientl uzivajicich digoxin z kardiologické
indikace?

Zavér: I pres vySe uvedené drobné nedostatky ptedloZzena prace spolu s publikaéni aktivitou
autorky prokazuje jeji schopnost védecké prace. Praci doporuduji k obhajob¢ iako sou¢dst
pozadavkiu na udéleni titulu Ph.D.

V Praze 4.10.2022 doc. MUDr. Petr Busek, Ph.D.



