V Praze, dne 3. srpna 2022

Prof. MUDr. Stanislav Mic¢uda, PhD.

Predseda komise pro obhajoby dizertaénich praci

v doktorském studijnim programu , Lékarskd farmakologie” - garant studijniho programu
Pfednosta Ustavu farmakologie, Lékaiské fakulty v Hradci Krélové

Univerzita Karlova

Simkova 870, 50003 Hradec Krélové

Véc: ,posudek na doktorskou dizertaéni praci“

Vazeny pane profesore,

s potésenim a velkym zajmem jsem vypracoval posudek na dizertacni praci s ndzvem
»Antracyklinovad kardiotoxicita a studium novych farmakologickych kardioprotektiv”,

A. Uvod — aktudlnost feseného tématu a hodnoceni formalni formy dizertaéni prace.

Dizertacni prace se zabyva rGznorodymi aspekty antracyklinové (ANT) kardiotoxicity a moZnostmi
ochrany proti rliznym formam ANT-indukované kardiotoxicity. Jedna se o mimoradné dllezZité téma, nebot
objev protinddorového ucinku ANT pfed cca 70 lety byl vyznamnym milnikem v onkologické |é¢bé a ANT
zGstavaji zakladnim kamenem lécby celé fady maligniti v soucasné dobé a jisté jesté dalsi vyznamné casové
obdobi budou. Avsak zejména tzv. ,chronické formy” ANT kardiotoxicity, které jsou do znacné miry
ireverzibilni, predstavuji vyznamny dlouhodoby problém, nebot z dlouhodobého hlediska pfispivaji
k rozvoji tzv. ,,chemoterapii-indukované formy chronického srde¢niho selhani (CHSS)“. V soucasné dobé je
odhadovano, Ze v USA je 500 000 a ve statech Evropské Unie 650 000 pediatrickych pacientl, ktefi
podstoupili onkologickou |é¢bu obsahujici ANT a vzhledem k faktu, Ze je odhadovano, Ze aZ u 10% z nich
mize ve véku 40 let vyvinout prdvé tu formu chemoterapii-indukovaného CHSS, tak je to zdvaziny
medicinsky problém, ktery bude pro systém zdravotnické péce tézko zvladnutelny. A i z téchto dlvodu
studie, které prispivaji k pochopeni vsech patofyziologickych aspektl ANT-indukované kardiotoxicity a
moznostem novych kardioprotektivnich pristupl proti tomuto fenoménu jsou extrémné cenné.

Z formalniho hlediska se jednd o praci, kterd je komentovanym souborem tfi plvodnich praci
publikovanych v ¢asopise Clinical Science (2x) a v ¢asopise Circulation Heart Failure (1x). Prace je opatfena
velmi hezkym Uvodem do problematiky a jednotlivé prace jsou jasné okomentovany, vietné
jednoznacného vymezeni podilu autorky na téchto studiich. Nasledné jsou vysledky souhrnné diskutovany
a jsou ucinény zavéry, které vychazeji z téchto originalnich studii. Cela prace je napsana velmi dobrym
jazykem a s jedinou vyjimkou (pfeklep na strané 21) jsem nenasel Zzadnou dalsi formalni chybu. Prace je
navic opatfena hezkymi obrazky, které vysvétluji pfislusné hypotézy. Jiz po precteni ivodu této dizertacni
prace, lze jednoznacné dospét kzavéru, Ze autorka md schopnosti samostatné védecké prdce
s literaturou a definovdanim védeckych hypotéz, coZ je nezbytnym predpokladem pro ,udéleni titulu
Ph.D.“



B. Zhodnoceni vysledku vlastni dizertaéni prace.

Jak jiz bylo uvedeno vyse, vlastni prace se sklada ze tfi velmi komplexnich studii, které tvofi logicky celek.
Jedna se o tyto studie.

1) Studie k zhodnoceni kardiotoxicity spojené s Iécbou pomoci proteazomovych inhibitora (PI) za
podminek izolované |éCby a |Iécby kombinované s ANT.

Tato studie byla publikovéna v ¢asopise Clinical Science, 133: 1827-1844, 2019. Pl ptedstavuji v sou¢asnosti
velmi moderni biologickou Iécbu u pacientll s hematologickymi malignitami a jejich kardiotoxicita a
zejména potencidlni rozvoj CHSS je stdle predmétem kontroverzi, ale jsou vnimany jako potencidlné
kardiotoxické latky. Avsak vzhledem k faktu, Ze se ¢im dal tim vice Pl rovnéz kombinuji v |écbé
hematologickych malignit s ANT, tak je velka obava, ze pravé kombinace Pl a ANT by mohla vyvolat
vyznamné kardiotoxické ucinky a vést nasledné k rozvoji CHSS. A pravé toto bylo hlavnim cilem autorciny
studie. Autorka provadéla in vitro studie na primarnich kardiomyocytech izolovanych z novorozenych
potkan( a kardiomyocytech izolovanych z dospélych potkant. Cilem bylo ziskat in vitro model, ktery by
odpovidal pediatrickym a dospélym pacientim, ktefi jsou IéCeni pomoci Pl a pomoci kombinace Pl a ANT.
Nasledné byly rovnéZ provadény in vivo studie na modelu chronické ANT-indukované kardiotoxicity
navozené opakovanym podavanim daunorubicinu (DAU) dospélym kralikdm.

Vsechny experimenty jsou z mého pohledu vyborné napldnovany, provedeny a interpretovany a byla
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autorka ziskala:

a) Lécba pomoci Pl vyznamné zvysovala cytotoxicitu ANT na modelu kardiomyocyti izolovanych
Z novorozenych potkand, ale nikoliv u kardiomyocyti izolovanych z dospélych potkand.

b) Kombinace lécby pomoci Pl a DAU nevykazovala na modelu in vivo pfidatné negativni tucinky na
funkcni, morfologické (histologické), biochemické a molekuldrni aspekty chronické ANT-
indukované kardiotoxicity.

Data ziskana na kardiomyocytech izolovanych z novorozenych potkan(i by mohla vyvolat obavy, ale je
potieba si uvédomit, Ze lécba pomoci Pl a zejména kombinovana |écba pomoci Pl a ANT neni pouZivana u
pediatrickych pacientll a z téchto dlvodU je potieba se zaméfit na vysledky ziskané na kardiomyocytech
izolovanych z dospélych potkant a zejména na vysledky z krali¢tho modelu in vivo.

Ztéchto davodld plné souhlasim se zavérem autorky, Ze lécba pomoci Pl svysokou
pravdépodobnosti nezvySuje riziko chronické ANT-indukované kardiotoxicity a nasledného rozvoje
chemoterapii-indukovaného CHSS.

2) Studie k zhodnoceni uGcinnosti farmakologické blokady renin-angiotenzinového systému (RAS)
pomoci inhibitoru angiotenzin-konvertujiciho enzymu (ACEi) na prevenci chronické ANT-
indukované kardiotoxicity.

Tato studie byla rovnéZz publikovana v ¢asopise Clinical Science, 136: 139-161, 2022. Vzhledem ke
skutecnosti, Ze pouziti dexrazoxanu (DEX), ktery je jedinou latkou s jasné prokazanym kardioprotektivnim
ucinkem proti vSem formam ANT-indukované kardiotoxicity, je omezeno regulacnimi organy, tak jsou
hledany nové farmakologické pfistupy pro prevenci chronické ANT-indukované kardiotoxicity. Velka



pozornost je vénovana lékim, které blokuji RAS, nebot jsou to léky bezpecné a navic zvysena aktivita RAS
je uzndvanym rizikovym faktorem pro rozvoj chronické ANT-indukované kardiotoxicity a rovnéz pro rozvoj
chemoterapii-indukovaného CHSS. Lé¢ba pomoci ACEi patfi k pilitiim Ié¢by CHSS, tudiz pouziti ACEi se jevi
logickym krokem i v tomto pfipadé. Cilem této studie bylo ovéfit Uc¢innost Ié¢by pomoci ACEi v primarni
prevenci chronické ANT-indukované kardiotoxicity, ale zejména, zda tyto eventudlné pftiznivé ucinky
budou pretrvavat i po ukonceni l1é¢by pomoci ACEi. Autorka opét provadéla své studie na in vivo modelu
chronické ANT-indukované kardiotoxicity navozené opakovanym poddvanim DAU dospélym kralikm.

Experimenty jsou z mého pohledu opét vyborné naplanovany a provedeny. Nejdllezitéjsi vysledky, které
autorka ziskala, jsou:

a) Vpripadé, Ze lécba pomoci ACEi byla zahdjena tyden pred prvni ddvkou DAU a bylo v ni
pokracovdno po celou dobu poddvdni DAU, tak bylo zabrdnéno pred¢asnym uhynim zvirat a
rozvoji systolické dysfunkce levé komory srdecni.

b) Avsak po ukonceni lécby pomoci ACEi (kterd byla poddvdna pouze po dobu poddvdni DAU) vsechny
priznivé ucinky vymizely béhem ndsledujicich 3 tydni a k dalsimu vyraznému zhorseni vsech
parametri doslo béhem ndsledujicich 10 tydnda.

Tato data ukazuji, Ze |éba pomoci ACEi vtzv. schématu primarni prevence sice vykazuje
kardioprotektivni tc¢inky vici ANT-indukované kardiotoxicité, nicméné tyto ucinky nejsou trvalé a tudiz se
nezda, Ze 1é¢ba pomoci ACEi by byla optimalnim pfistupem pro lécbu ANT-indukované kardiotoxicity.
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3) Studie k objasnéni mechanizmu odpovédného za kardioprotektivni tcinek lIécby pomoci DEX
vuci chronické ANT-indukované kardiotoxicité.

Tato studie byla publikovdna v ¢asopise Circulation Heart Failure, 14: e008209, 2021 a autorka byla
vyznamnou ¢lenkou resitelského kolektivu dominantné odpovédna za in vivo studie na modelu chronické
ANT-indukované kardiotoxicity navozené opakovanym podavanim DAU dospélym kralik(im.

DEX je vsoucasnosti jediny ucinny lék pro prevenci ANT-indukované kardiotoxicity. AvSak ohledné
mechanizmu jeho kardioprotektivniho ucinku zlstdvd spousta nedorozuméni, kterd jsou citovana i
v recentnich publikacich. Dlouha desetileti pretrvaval ndzor, Ze odpovédnym mechanizmem za rozvoj ANT-
indukované kardiotoxicity je zvysena produkce reaktivnich forem kysliku (ROS) a zvyseny oxidativni stres,
a proto byl vyzkum orientovan na moznosti snizeni produkce ROS. V této souvislosti je rovnéz znama uloha
intracelularniho Zeleza, a protoZe DEX ma chelatacni uUcinky, tak bylo ovétreno, Ze jeho kardioprotektivni
ucinek je zprosttedkovan skrze jeho chelatacni Ucinky a nasledné sekundarni sniZzeni produkce ROS a
oxidativniho stresu. Avsak relativné nedavno byla predstavena hypotéze, Ze za rozvoj ANT-indukované
kardiotoxicity je odpovédna interakce ANT s topoizomerazou Il izoformou B (TOP2B) a nasledné TOP2B-
dependentni poSkozeni DNA v myokardu. Cilem této studie bylo zjistit, ktery mechanizmus je odpovédny
za kardioprotektivni uc¢inek DEX vici ANT-indukované kardiotoxicité. Studie byly opét provadény in vitro
na primarnich kardiomyocytech izolovanych z novorozenych potkan( a in vivo na modelu chronické ANT-
indukované kardiotoxicity navozené opakovanym podavanim DAU dospélym kralikim.

NejdleZitéjsi nalezy jsou krasné shrnuty v obrazku Cislo 7, ktery je soucasti originalni studie a pisemné je
Ize shrnout:



a) Exogenni poddni aktivniho metabolitu DEX (ADR-925), ktery md vyznamné chelatacni ucinky, ale
Zddnym zplsobem neinhibuje aktivitu TOP2B nevykazovalo Zddné kardioprotektivni ucinky vaci
ANT-indukované kardiotoxicité a to ani in vitro a ani in vivo.

b) Naproti tomu lé¢ba pomoci DEX vyznamnym zptsobem inhibovala aktivitu TOP2B a vykazovala
vyznamné kardioprotektivni ucinky vici ANT-indukované kardiotoxicité a to jak in vitro, tak i in vivo.

Vysledky této studie ukdzaly, Ze pro kardioprotektivni ucinky vic¢i ANT-indukované kardiotoxicité nejsou
dullezité chelatacni vlastnosti DEX, ale jeho inhibic¢ni Gcinky vi¢i TOP2B.

Souhrnné zhodnoceni dosazenych vysledki vlastni dizertaéni prace:

Autorka ziskala celou fadu novych dat a zasadné rozsitila poznatky ohledné patofyziologie ANT-indukované
kardiotoxicité, které mohou byt pouzity v ptipravé novych kardioprotektivnich schémat. Zasadni nalezy Ize
shrnout ndsledovné:

. Lécba pomoci Pl s vysokou pravdépodobnosti nezvysuje riziko chronické ANT-indukované
kardiotoxicity a nasledného rozvoje chemoterapii-indukovaného CHSS.

1l Lécba pomoci ACEi v tzv. schématu primarni prevence sice vykazuje kardioprotektivni Gcinky
vuéi ANT-indukované kardiotoxicité, ale tyto ucinky nejsou trvalé a tudiz se nezd3, Ze lé¢ba
pomoci ACEi by byla optimalnim pristupem pro lé¢bu ANT-indukované kardiotoxicity.

1. Pro kardioprotektivni Gcinky viéi ANT-indukované kardiotoxicité nejsou dulezZité chelatacni
vlastnosti DEX, ale jeho inhibicni tucinky viici TOP2B.

C. Zhodnoceni urovné publikaci, které jsou soucasti dizertacni prace.

Publikac¢ni cinnost doktorandky je mimoradné kvalitni a je to vysledek jeji prace, ale je také potfeba
zdUraznit, Ze je to obrazem skvélé Cinnosti vyzkumné skupiny. Z mého pohledu jsou prdce publikovany
v téch nejlepsich moZnych odbornych ¢asopisech a tato publikacni ¢innost nejenzZe je plné dostacujici pro
udéleni titulu Ph.D., ale vyznamné poZadavky prevysuje.

D. Pripominky a dotazy oponenta.

K praci nemam zadné zasadni pfipominky, mam spise tfi dotazy a rad bych znal nazor autorky.

1) | kdyZ nebyl potvrzen negativni vliv DEX na protinddorovy ucinek ANT, tak je toto téma porad
diskutovano a je pouziti DEX omezeno pouze na dospélé pacienty a to jeSté navic na pacienty
|écené vyssSimi kumulativnimi davkami, coz limituje pfiznivé ucinky DEX pro velkou ¢ast pacientd.
Chci se zeptat, zda si autorka mysli, Ze:

Pokud by se podarilo vyvinout skutecné selektivni inhibitor TOP2B, zda by tato problematika
byla vyresena? Tedy za predpokladu, Ze se definitivné prokdze, Ze ANT-kardiotoxicita je
zprostredkovdana skrze TOP2B v kardiomyocytech atd.

2) RovnéZ bych ocenil ndzor autorky na pouZiti ACEi v lécbé jiZ rozvinutého ,chemoterapii-
indukovaného CHSS“? Dlivod pro€ bych rad znal tento nazor, je m(j dojem ze vSech doposud
publikovanych studii, véetné autorciny studie, Ze Ié¢ba pomoci farmakologické blokady RAS u této
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formy CHSS neni Gc¢inna na rozdil od jinych forem srde¢niho selhani s redukovanou ejekéni frakci.
A muj dojem je, Ze chemoterapii-indukované CHSS podobné jako srdec¢ni selhani se zachovalou
ejekéni frakcei na stdvajici farmakologické pristupy pfiliS pozitivné nereaguje a tato forma bude asi
vyzadovat nové farmakologické ptistupy.

3) In vivo model chronické ANT-indukované kardiotoxicity navozené opakovanym podavanim DAU
dospélym kralikim pokladam za velmi prospésny a moje otazka zni: pro¢ ve vsech studiich
pouzivdte vyhradé samce? Ptam se, nebot jisté mate néjaky davod (asi ,technicky”), protoze
pohlavni rozdily jsou v problematice chemoterapii-indukované CHSS dobre znamy.

Na zdkladé podrobného prostudovdni dizertacni prdace a publikacni ¢innosti autorky
konstatuji, Ze doktorandka dle mého ndzoru ma vsechny predpoklady k samostatné tvofivé
védecké prdci a v pripadé uspésné obhajoby doporucuji Mgr. Zuzané Pokorné udéleni titulu
»Ph.D.”.

S pratelskym pozdravem,

Prof. MUDr. Ludék Cervenka, CSc., MBA.



