Oponentsky posudek diserta¢ni prace PharmDr. Barbory Vitovcové
Studium vlivu flubendazolu na buriky glioblastoma multiforme in vitro a in vivo.

Diserta¢ni prace Dr. Vitovcové shrnuje vysledky jeji vyzkumné ¢innosti v oblasti vyuziti
anthelmintik, konkrétné flubendazolu v 1é¢b¢ glioblastomtl. Prace byla vypracovana pod
vedenim profesora Emila Rudolfa a dr. Veroniky Skarkové na Katedie 1ékaiské biologie a
genetiky LFHK. Podkladem disertacni prace je publikace vysla v Scientific reports, kde je Dr
Vitovcova prvnim autorem. Ddle se k tématu disertacni prace vztahuji dalsi dvé publikace (jeden
prvoautorsky piehledovy ¢lanek a jedna spoluautorska pavodni publikace). Dr Vitovcova je
rovnéZz spoluautorkou dalSich 4 ptivodnich publikaci a jednoho ptehledového ¢lanku s impakt
faktorem.

Cilem prace bylo na vybranych GBM bunéénych liniich (A172, T98G) a primarnich GBM
kulturdch ziskanych ze vzorki pacientl otestovat inhibi¢ni u¢inek FLU in vitro a vysledky
porovnat s u¢inkem TMZ. Studie pokracovala in vivo experimenty, ve kterych byla pouzita
GBM linie U118MG. Sledoval se vliv FLU a TMZ na viabilitu, proliferaci a morfologii GBM
bunéénych linii A172 a T98G, vliv FLU na mikrotubularni cytoskelet a expresi tubulint, vliv
FLU na expresi a aktivaci molekuly STAT3, distribuci bunééného cyklu a aktivitu kaspaz u
GBM bunéénych linii A172 a T98G. V podstaté stejné experimenty byly pak provedeny s GBM
primarnimi kulturami. Pfed in vivo experimentem byl posouzen vliv FLU a TMZ na prolifera¢ni
schopnosti GBM bunécné linie U118MG in vitro a po jeji implantaci do atymickych mysi
studovan vliv FLU a TMZ na expresi tubulint a expresi a aktivaci STAT3 u ziskanych nadort.

Prace ma klasickou strukturu, Po souhrnu v ¢eském a anglickém jazyce nasleduje literarni ivod
(30 stran), zpracovavajici poznatky o etiologii glioblastomu, jeho charakteristice a klasifikaci.
Dalsi ¢ast ivodu pak pojednava o struktufe a funkci mikrotubulit v GBM a latkach, které tuto
funkci ovliviuji, a to véetng anthelmintik ze skupiny benzimidazolti. Uvod je vhodné doplnén
péti obrazky. Chybi mné schéma STAT3 drahy, ktera by nazorné ukazala, jaké dusledky mtze
mit zvySeni nebo sniZeni jeji exprese. Na literarni uvod navazuji cile prace, material a popis
metodik, ze kterych vyplyva, Ze se dr. Vitovcova seznamila s izolaci primarnich kultur, kultivaci
bunék, zvladla molekuldrné biologické techniky (transfekce bunck, WB, PCR), méfeni
proliferace pomoci WST a RTCA, imunocytochemii a imunohistochemii, FACS a
chemiluminiscentni analyzu, mikroskopii a obrazovou analyzu.

Vysledky, které navazuji na metodiku, prokdzaly, Ze vSechny tfi testované GBM bunécné linie
vykazovaly vyrazné vyssi citlivost k FLU nez k TMZ, jejich hodnoty IC50 byly podobné diive
zjisténym hodnotam IC50 u rozlicnych druhii nddorovych bunék. Rovnéz citlivost priméarnich
GBM kultur k FLU byla vyrazné vyssi nez citlivost k bézné vyuzivanému TMZ, i kdyz zde byl
rozptyl mnohem vyraznéjsi (od 0,6 do 9,3uM). Vliv FLU byl mnohem vyraznéj$i u GBM linii
nez u primarnich kultur u v§ech sledovanych parametrii (morfologie, bunék, polymerace
mikrotubuld, inhibice STAT3). Pozitivnim vysledkem je, Ze snizeni exprese STAT3 bylo také
potvrzeno u nddord ziskanych z in vivo experimentl. Z této prace vSak jednoznacné vyplyva
potiebnost testli na primarnich kulturach, kterd se neda nahradit klasickymi GBM liniemi,
zejména pro obrovskou heterogenitu primarnich nadorti. DalSim obecnym potvrzenim je, ze



IC50 pro TMZ je u primarnich kultur tak vysoké, ze se pohybuje v klinicky nedosazitelnych
koncentracich a je az s podivem, ze TMZ jako 1é¢ba viibec funguje.

Dizerta¢ni prace je ukoncena zavéry, po které nasleduje seznam pouzité literatury (145). Po
formalni strance je disertacni prace zpracovana peclive, vysledky jsou doplnéné grafy a obrazky.
Jediné, co je mozné vytknout, jsou sestiihané WB, které by renomovanych ¢asopisech prosly jen
S obtizemi. Rovnéz z popisu vysledkt vyplyva, ze v in vivo experimentech byly velké rozdily

Vv jednotlivych mysich (exprese a tubulinu, STAT3/pSTATS3), pro tento piipad byva dobré vynést
do grafu kromé sloupeckd i jednotlivé body, coz ¢ini grafy ndzornéjSimi.

Na dr. Vitovcovou mam nasledujici otazky:
Neuvazovali jste 0 néjaké assay zaméfené na senescenci bunék, zejména primarnich kultur?

Podle ¢eho jste vybirali primarni kultury (kromé& mnozstvi a ristu)? N¢&jaka jejich charakteristika
by se do metodiky hodila, aby bylo mozné porovnat jejich markery se ziskanymi vysledky,
pfipadné tam najit néjakou korelaci mezi jejich znaky a G¢innosti FLU.

Zkouseli jste, jestli by mélo spolecné podani TMZ a FLU né&jaky synergicky efekt?

Uvazujete do budoucna o ,,pasdzovani® v mysi, tj o izolaci nadorti z mys$i zpét do kultury a
podivat se, jak se zmé&nily vlastnosti t€chto bunék proti primarnimu nadoru?

Myslite si, Ze exprese STAT3 by méla smysl jako dal$i marker v personalizované medicing (jako
je IDH, MGMT, EGFRVIII), nebo je to zatim ptedcasna tivaha.

Zavérem lze fici, Ze dizerta¢ni prace ma vyznam pro dalsi preklinické studie, které by posunuly
vyuziti anthelmintik v ,,drug repurposing®, vyzkumu blize do klinické praxe. Praci jednoznacné
hodnotim kladné, oceniuji jeji aktudlnost. Dr. Vitovcova prokazala schopnost samostatné védecké
prace a po fadné obhajob¢ ji doporucuji udélit titul Ph.D. za jménem.

V Praze, dne 18.7. 2023 doc. RNDr. Pavla Jendelova, PhD



