OPONENTSKY POSUDEK

» Definition of the expression pattern of DASH system in transformed
glial cells , the coupled expression of fibroblast activation protein and

dipeptidyl peptidase-IV."

(Ph.D. these MUDr Evy Balaziove).

Predkladana disertacni prace ,Definice expresniho vzorce ,DASH systému"
v transformovanych gliovych bufikéach , koexprese proteinu aktivace fibroblastd a
dipeptidylpeptidazy -IV" v doktorském studijnim programu biochemie a
patobiochemie MUDr Evy Balazové vychazi z ideové studnice jejiho Skolitele prof
MUDr A. Seda, DrSc a jeho skupiny, nebot definice , Dipeptidylpeptidase-1V
Aktivitou a/nebo Strukturou Homolognich molekul (DASH) se zrodila pravé zde.

Disertantka se zamé&fuje zejména na dva dllezité pfisluéniky DASH skupiny -
na dipeptidylpeptidasu IV (EC 3.4.14.5; DPPIV; /antigen CD26/) a na seprasu
(fibroblastovy aktivaéni protein a (EC3.4.21.B28; FAPa), které patii mezi
serinove aminopeptidasy s jedinecnou reakcni specifitou = post prolylovou
peptidasovou aktivitou. DASH molekuly se zapojuji do regulace fady
biochemickych a biologickych procesd. Z hlediska biochemické onkologie je
nejzajimavéjsi jejich schopnost modulovat rist, diferenciaci, adhesi a
metastasovani nadorovych bunék. Ve fazi promoce mohou DASH molekuly ,
zejména FAPa Fidit rlst nadoru zvy$ovanim angiogenese a snizovanim
antitumorové odpovédi ze strany imunitniho systému. DPPIV zase mUze rusit
nezavislost nadorovych bunék na rlstovych faktorech - gen DPPIV byva Fazen
mezi tumor-supresorove geny. Mohu tedy konstatovat, ze zvolena problematika
je zhava s velkym potencialem pro praktické vyuziti.

V predkiadané disertacni praci si autorka vytycila 4 cile:

1. Charakterisovat expresi a celularni topografii DPPIV a FAPa barvicimi
technikami v lidskych bunkach glioblastoma multiforme.

2. Ovéfit koexpresi DPPIV a FAPa v permanentnich bunéénych liniich gliomd a
v primarnich kulturach lidskeho glioblastoma multiforme.

3. Pokusit se osvétlit mechanismus sdruzené exprese DPPIV a FAPa
v gliomovych bunécnych liniich.

4. Urcit vztah DPPIV, FAPa a jejich enzymovych aktivit k adhesivnim
vlastnostem gliomovych bunék vici komponentdm extraceluldrni matrix in
vitro.

Studie byla provedena na bioptickych vzorcich gliom( i na bunéénych liniich
lidskych gliomU (odvozenych vesmés z high-grade nadord) U138MG, US7MG a
U373 ziskanych z ATCC. Vedle téchto zédkladnich linii byly studovany i linie
transfekované cDNA pro DPPIV -klony DPPIV-U87MG a DPPIV- U373 nebo cDNA
pro FAPa FAPa-U3T3 pripravene v laboratofi autorky. Dale byly studovany
primokultury pfipravované z lidskych glioml a to do jejich 12.pasaze. Po
metodické strance mohu vyzvednout vyuzivani bohaté sady modernich




biochemickych a molekularné-biologickych technik, jako jsou fluorescencni in situ
hybridisace = FISH, reversni polymerasové fetézova reakce v realném case =
RT-PCR, gelova chromatografie, Western blotting a zymografické postupy, ELISA,
metody méfici bunéénou adhesi anebo Sifeni, i metody imunocytochemicke a
imunohistochemické. Na str. 50 je specifikovéno, co autorka délala vlastnima
rukama a kterymi metodickym postupy prispéli kolegové a kolegyné. Viastni
podil autorky se blizil 90%.

Vysledky byly zveFejnény ve formé dvou védeckych Elanka:

1) Balaziova E, Busek P., Stremenva J., Sromova L., Kfepela E. Lizcova L., Sedo
A.
Coupled Expression of Dipeptidyl Peptidase-IV and Fibroblast Activation
Protein a in Transformed Astrocytic Cells.
Mol Cell Bochem 354, 283-289, 2011. (IF = 2,0)

2) Budek P, Stremefova J,véromové L, Hilser M, Balaziova E, Kosek D, Tryl¢ova
J, Strnad H, Krepela E, Sedo A.
Dipeptidyl Peptidase IV Inhibits Glioma Cell Growth Independent of Its
Enzymatic Activity.
Int ] Biochem & Cell Biology 44, 738-747, 2012. (IF = 4.7)

Tim byla ve standardnim recensnim fizeni zahraniCnimi oponenty potvrzena
jejich platnost v mezinarodnim méfitku, coz umoznuje oponentovi disertacni
prace dosazené vysledky jen strucne vyjmenovat:

V lidském glioblastomu multiforme:

1) DPPIV a FAPa jsou exprimovany na GFAP a SOX-2 pozitivnich burikach, coz
svédél pro jejich gliomovy plvod.

2) Studiem celé n&dorové tkéné bylo demonstrovano, ze FAPa je rovnéz
exprimovan na populaci mesenchymalnich bunék, ktera je asociovana s
dysplastickymi cévami v nadorovém stromatu. Tento nalez je originalni!

3) DPP-IV a FAPa jsou spoleéné exprimovény na ¢asti populaci gliomovych
bunék. Experimenty s Permamentnimi gliomovymi liniemi dokazuji, ze jejich
sdruzend exprese je dusledkem koregulace na trovni transkripcni.

4) Exprese DPP-IV a FAPa md negativni vliv na adhesi gliomovych bunék.

Presentované vysledky svédci pro moznou ucast DPPIV a FAPa na progresi
. =] w w . v ' .
gliomu vcetné ovlivnéni vaskularisace.

Treti pfiloZzena prace )
Kotackova L, BaldZiova E, Sedo A. Expression Pattern of Dipeptidyl Peptidase IV
Activity and/or Structure Homologues in Cancer. Folia biologica 55, 77-84, 2009
(IF = 1,1) je pfehlednym ¢&lankem umozZiiujicim chapat vysledky v Sirsim
kontextu.




Dr BaldZiova predloZila Ph.D. these v anglickem jazyce v rozsahu 59 stran a 5
pfiloh publikaci a poster(, rovnéZ v anglické versi. Proto je nutno je posuzovat
v anglickém znéni a pieklad nazvu do Cestiny je otdzkou osobniho citového
lad&ni. Po technické strance je &élenéni prace standardni: Uvod, Cile, Material a
metody, Vysledky, Diskuse, Zavery, Daldi perspektivy, Podékovani, Literatura.
Po obsahové strice i z hlediska zplsobu presentace je prace znamenita,
srozumitelna, moderni, metodicky bohatd, presvédCiva a prinasejici radu
novych poznatkd. Mam jedinou vyhradu - v tabulce 1 postradam uvedeni
hodnot poctu méfeni (n=?).

Jako greenhorn v oblasti gliom{ a jako pilny ¢tenar literatury o melanomech
dovoluji si vznést dvé otdzky: 1) Byl ucinén pokus studovat i normalni astrocyty
in vitro a pokud ano, jake byly parametry DPPIV a FAPa ve srovnani s malignimi
astrocyty? 2) Uvazovala/uvazuje autorka se spolupracovniky o testovani dipeptid
prolin difenylfosfonatl jako potentnich ireversibilnich inhibitord seprasy a DPPIV,
které u melanom@ vykazuji silné antiinvasivni ucinky?

Zaver

S odvolanim na svrchu provedeny rozbor piedlozené disertacni prace (Ph.D.
thesi) konstatuji, Ze recensovana prace jednoznaéné prokazuje piedpoklady
MUDr Evy BaldZové k samostatné tvofivé védecké praci, a tim i k udé&leni titulu
Ph.D. za jménem.

V Praze 26.11.2012

Prof MUDr Jan Borovansky, CSc, FTI
UBEO, 1.lékafska fakulta UK

U nemocnice 5

128 53 Praha 2




