Posudek na doktorandskou disertaéni praci Mgr. Martina Ko¥a¥e nazvanou

Mechanisms of replicative, drug- and oncogene-induced cellular senescence

(Mechanismy replikativni, chemicky a onkogeny indukované bunééné senccence)

Pfedkladand disertatni prace Mgr. Kofafe zabyvajici se mechanismy bun&tné
senescence byla vypracovdna na zéklad® vysledkd prace ziskanych v pribshu jeho
doktorandského studia Molekuldrni a Bun&&né Biologie, Genetiky a Virologie ‘na
Oddéleni Integrity Genomu, Institutu Molekuldrni Genetiky AVCR, Pfirodovédecké
fakulty Univerzity Karlovy v Praze pod vedenim Prof. MUDr. Jifiho Bértka, C.Sc¢. Dr.h.c.

Prace se v obecné roving zabyva trvalou zastavou bun&éné proliferace v diisledku
nejrizngjich stresovych stimuld, tedy bun&nym stavem oznadovanym jako buns&na
senescence, ktera je povaZovén za dileZitou bariéru vzniku nadorovych onemocndni. Ve
svych cilech se Mgr. Kosat zam&fuje na nékolik problematik tizce souvisejici se vznikem
a udrZovanim senescentni bun&né odpovédi. Jednalo se napfiklad o detailni
charakterizaci ¢asu aktivace dvou paralelnich drah vedouc ke stabilizaci proteinu p53 po
riiznych senescenci-indukujicich stimulech a také v riiznych stadiich tkafiové transformace
provazejicl vznik tumoru. Mgr, Ko3af ve spolupréci s nkolika védeckymi tymy zjistil, Ze
aktivace bun&tné odpovédi na DNA poskozeni (tzv. DNA Damage Response drdha)
predchézi aktivaci drahy podmifiované expresi a aktivitou ddleZitého inhibitorn MDM2 a
znagmého tumor-supresoru pl4ARF a zcela nové definoval roli pl4ART aktivace jako
tumor-supresivai pojistku k jejiz aktivaci je nutnd aZ pomérn& vysoka mira onkogenniho
stresu. Tato zjiSteni s diileZitym piesahem ke vzniku a 16€b& maligni transformace se tymu
podafilo opublikovat ve velmi dobfe citovaném &asopise Cell Death and Differentiation
(IF 8.371) kde byl Mgr. Kosaf spoluautorem.

V dalsi praci se Mgr. Kosaf v&noval problematice chromatinovych zmén, jez
provazi senescenéni bunéény stav a které jsou obecné povaZoviny za dileity marker
trvale zastavené proliferace. V praci publikované v &asopise Cell Cycle (IF = 5.2) kde byl
prvoautorem ucinil nékterd zasadni zji§téni o tzv. SAHF t8liscich. Tato t&liska se snadno
detekwji nekterymi DNA barvivy, protoZe piedstavuji hyperkondezovany chromatin a
Casto se tak uvad&ji jako snadny marker senescence. Ve své praci Mgf. KoSat uéinil
nékterd zavaZnd zjisténi o SAHF jako naptiklad, Ze se nejedna o univerzalni senescenéni

marker, Ze vyskyt téchto t¥lisck je zAvisly na typu induktoru senescence a taky typu




bun&éné linie. Navic se SAHF liska nepodafilo detekovat v parafinovych fezech
nejriznéjSich tumord, tfebaZe technicky je tato detekce moZnd, jak prokazal na
parfinovém vzorku pelety tvofené SAHF pozitivnimi bunikami a jednd se tak tedy nejspise
o artefakt n&kterych linif p&stovanych v podminkach in-vitro.

Jako spoluautor se Mgr. Kogat podilel také na publikaci v ¢asopise Oncogene (IF =
7.357), kterd si dala za cil zmapovat dilezitou dréhu JAK/STAT zapojenou do
senescentni odpovédi a to po indukei senescence pomoci vybranych chemickych latek.
Ukézalo se, Ze buné&nd senescentni odpovéd’ vyvoland pomoci latek jako jsou BrDU a
Dystamycin A aktivuje JAK/STAT drdhu interleukiny, které jsou souddsti specifického
sekretomu t&chto bun&k (ptiklad autokrinni/parakrinni aktivace). Autofi rovnéz prokézali
zvy$enou expresi vybranych gentl, jejichZ exprese je interleukiny stimulovéna a déle si
dali za cil prozkoumat vliv této dradhy na samoiny vznik a udrZeni senescenéntho stavu.
Ptekvapivé se ukdzalo, ¢ na rozdil od publikovanych praci snékterymi onkogeny
(naptiklad BRAF) tato drdha nem4d v pfipadé chemicky indukované senescence pti¢innou
souvislost. Prokadzani a nasledné studium specifickych rozdill mezi onkogenné a
chemicky indukovanou senescenci ma dileZitou souvislost slé¢bou néadorovych
onemocnéni, protoZe mezi chemickymi induktory senescence je celd fada protinadorovych
1ék.

Posledni pfiloZzenou praci je spoluatorskd publikace, kterd vysla v Casopise Cell
Cycle (IF = 5.2) a je majoritn€ v&novand regulaci exprese dilleZitého tumor-supresorového
proteinu a zarovetl pozitivniho regulatoru senescenéni bunééné odpovédi proteinu PML,
Tym, jehoz byl Megr. Kosai soudasti, zjistil, Ze za zvySenou expresi PML provazejici vznik
buné&éné senescendni odpovédi v disledku aplikace vybranych chemickych induktort stoji
aktivovana JAK/STAT dréha a poprvé v této praci popsal autokrinni/parakrinni regulaci
této drahy skrze cytokiny produkované senescenimi butikami (toto zjisténi pak dale
rozvedl v praci popsané vySe). V neposledni fadé ukazal metodami imunofluorescence, Ze
perzistujici DNA pogkozeni vyvolané chemickymi induktory senescence ko-lokalizuje s
PML té&lisky stejné€ jako bylo publikovano pro perzistujici DNA poskozeni indukované
tonizujicim zéfenim. Toto zjisténi naznaCuje moZnou univerzalni roli PML ve spravé

perzistujicich DNA 1€zi jedna se o dalsi atraktivni smér vyzkumu tohoto proteinu.

7 formalniho hlediska neshleddvidm v textu disertace zadny zasadni problém. Text
disertace je standartnd Clen¢n a psédn modernim zpusobem kdy struény, ale dostateiné
vystizny Gvod psany dobrou angliétinou, je kombinovan s pfiloZenou publika¢ni aktivitou

Magr. KoSafe.




Literarni ptehled poskytuje pro pochopeni a odivodnéni relevantnosti cilt prace
dostateny a aktudlni souhrn informaci, Uvod je zpracovan logicky a pfehledng, chybi mi
viak obrazky, které by, dle mého nazoru, piipadnému ¢tenafi pomohly s pochopenim
nékterych slozitéj§ich bun&énych drah. Za Gvodem nasleduje kapitola, jiZz je vydet
pouzitych metod. Ta si zaslouZila podrobn&j§i rozpracovani, protoze kapitoly Material and
Methods v jednotlivych publikaci, na které v souvislosti s metodami autor odkazuje,
byvaji pomérné struéné a neumoZiiuji popsat nékteré dileZité metodické triky, které se pak
snadno zapomenou. Nésleduje souhrn publikaci a pak hned duleZitd kapitola, kterd
propojuje pfiloZzené publikace scili disertatni prace. Nasleduje dobfe zpracovanid a

dostateéné rozsahla diskuse dosaZenych vysledki.

Z vécného hlediska mam pouze jedinou drobnou vytku a to k nedostateénému
vysvetleni zkratky ARF v abstraktu prace. Pro neznalého &tenaie totiz text evokuje dojem,
Ze jednou z tumor-supresivnich drah provézejici (¢i podmifiujici) senescenci je jakdsi
globalni aktivace alternativnich Etecich ramci v butice. Neni nijak vysvétleno, Ze se jednd
o alterativni ¢teci ramec konkrétntho lokusu CDKN2A jehoZ produktem je protein pl4-
ARF, Stejny problém je pak i v kapitole zkratek, kde je opét napsano jen ARF a vysvétleni
Alternative Reading Frame odkazujic tak na obecny biologicky proces provazejici prepis
celé fady lokust a nikoliv na konkrétni ARF protein jak bylo nejspife autorem zamyileno.
Jednd se jen o detail, povaZuji viak za dilezité na n&j upozornit, protoZe napiiklad biolog
z trochu odliSného oboru si jen t¢Zko predstavi pod pojmem ARF konkrétni tumor-

supresorovy savei protein.

Autoreferat je zpracovan standardnim zplsobem a zcela vystizné charakterizuje

obsah predloZené disertalni prace.

Otazky pro diskuzi:

1.) Ve své praci se Mgr. Kosar zabyva pomérné detailng jak senescenci indukovanou
chemicky tak onkogenné. V souasné dobg je pro-senescenéni efekt aktivovanych
onkogentll spojovan pfedeviim s fenoménem hyper-replikace jak popisuje napf.
(Di Micco et al., 2006) a fenoménem replikaéniho stresu v dasledku nedostatku
dNTP jak popisuje naptiklad (Bester et al., 2011) ptipadng efekt obojiho. Pokud
jde o chemické induktory senescence, mohl by autor dle své dosavadni zkuSenosti

jmenovat ty, které maji fenotypovou odpovéd’ nejpodobnéjii onkogennimu stresu?
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Dale, je fenotyp hyper-replikace viibec né&jak vyvolatelny chemicky? A nejednd se
nakonec o nejzasadnéjsi zdroj fenotypovych rozdilti mezi onkogenni a chemicky
indukovanou senescenéni odpovédi?

2.) Vpraci o DDR, pl6 a pl4-ART autor pracuje pouze s onkogenné indukovanym
stresem. M4 autor i n&jaka data o aktivaci téchto drah po chemicky indukované
senescenci?

3.) Je né&jakd souvislost mezi pfitomnosti/absenci SAHF a snadnosti sjakou lze
v danych burikdch zvrétit senescenéni odpovéd (napiiklad pomoci knockdownu
p53, p21 &i nékterych checkpointovych gent)?

4.) M4 autor né&jaké vysvétleni pro¢ onkogenné indukovana senescence je vyrazné

5.) Testoval autor formovani SAHF v mys$ich xenograftech lidskych linif schopnych
formovat SAHF v podminkéch in-vitro?

6.) Autor cituje publikaci, kde se podafilo zvratit BRAF indukovanou senescenci
potlacdenim exprese IL6 viz (Kuilman et al., 2008). Stejny pEfstup vdak selhal u
senescence indukované chemicky. Jak to vypada u senescence indukované jinymi
onkogeny neZ BRAF? Opakoval tym BRAF experiment coby pozitivni kontrolu u
nekterych z jejich bund¢nych modeldl a naopak chemickou indukei senescence u
bunééného modelu co pouzil Kuilman?

7.) Je asociace PML t¢lisek s DNA lézemi vZdy az opozdend bunéénéd odpoved (v
horizontu dnf) nebo existuji typy poskozen{ rekrutujici PML bezprostiedné (v
horizontu minut aZ hodin)? Jinymi slovy, je to specificky typ DNA poskozeni (viz
napfiklad ,.clustered DNA damage®) nebo a7 Casova perzistence co zplsobuje

asociaci DNA léze s PML t8l{skem?

Zaverem shrnuji, Ze mi bylo velkym poté$enim posuzovat predloZenou disertadni
praci pro jeji vysokou odbornou trover a pfinos zcela novych a velmi zajimavych
poznatkil. Jsem piesvédden, Ze disertatni prace Mgr. Kogafe je vyznamnym pfispévkem
na poli vyzkumu bun&né senescence, jak bylo ostain€ potvrzeno Gsp&inym

opublikovanim ziskanych dat v zahrani¢nich periodicich s velmi dobrym impakt faktorem.

Prace spliiuje vSechny pozadavky kladené na doktorandskou disertaéni praci. Na
zakladg toho navrhuji, aby Megr. KoSafovi byl po dspéiném obhdjeni jeho disertadni prace

udélen akademicky titul ,,philosophiae doctor* (PhD).




V Olomouci 13. 3. 2014

Mgr. Martin Mistrik, PhD.
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