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Oponentsky posudek na dizerta€ni praci

Mgr. Martiny DluhosSové

»Epigenetické regulacni faktory CTCF a SMARCAS kontroluji expresi hematopoetického
transkrip€éniho faktoru SPI1 v buinkach akutni myeloidni leukémie a

myelodysplatsického syndromu*

Dizertaéni prace Mgr. Martiny DluhoSové vychazi z dlouhodobého vyzkumného zaméreni
pracovisté Skolitele na roli chromatin remodelaéniho enzymu SMARCAS5 a transkripéniho faktoru SPI1
(PU.1) v normalni a leukemické hematopoéze. Piedkladana prace se konkrétné zabyva regulaci exprese
genu SPI1 v zavislosti na struktufe chromatinu a jejich zménach u myelodysplatsického syndromu
(MDS). Prace je klasicky ¢lenéna na sedm casti: VSeobecny uvod, Hypotézu a cile dizertacni prace,
Material a metody, Vysledky, Diskusi, Shrnuti zavér( dizertaéni prace a Odkazy. Je rovnéz doplnéna
pfislusnym prohlasenim autorky, identifikaénim zaznamem, seznamem pouzitych zkratek, abstrakty,
seznamem publikaci autorky a tfemi odbornymi pfilohami (dvéma ¢&lanky v Casopisech s IF a jednou
publikaci v odborném Casopise bez IF). Z hlediska formalnich nélezitosti, jako jsou rozsah prace a
jednotlivych kapitol, zplsob jejiho ¢lenéni, zpracovani odkazl, popisu obrazkdl, jednotné Upravy apod.
prace dozajista splfiuje naroky kladené na dizertacni prace. Praci je dobfe psang, jednotlivé ¢asti na sebe
logicky a pfehledné navazuji. V praci jsem nasla jenom minimum gramatickych nepfesnosti, preklepl a

chyb, které by ruSily (napf. str. 37 ,Mezinové®; str. 87 ,... a sni spojené proteiny...“ chybégjici
interpunkce). Autorka provedla v praci opravy nespravnych odkazl na obrazky. Jako drobnou vytku bych
zminila nerozliSeni mezi vysledkovymi a doplfujicimi (vysledkovymi) obrazky pfi odkazovani v textu -
doplfiujici obrazky jsou publikovany na zavér kapitoly Vysledky, pfiCemz obcCas je legenda k obrazku
zvefejnéna na jiné strané nez obrazek sam.

Kapitola VSeobecny uvod je svym rozsahem a zpracovanim nadprimérna. Obsahuje informace
o0 MDS a epigenetické resp. demetylacni terapii tohoto onemocnéni azacytidinem (vidazou) a dale
informace o transkrip&nich faktorech SPI, CTCF a chromatin remodela¢nim faktoru SMARCADS, vzdy se

zaméfenim na ulohu téchto molekul v normalni a leukemické krvetvorbé. Specificky uvod k tématu prace
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je podan ve formé& podkladl pro zformulovani hypotézy, kde autorka kombinuje poznatky o
mechanismech pusobeni CTCF a SMARCAS5 v genové regulaci s vysledky studia regulacnich oblasti
genu SPI1, v€etné pfedchozich vysledkl pracovisté ziskanych na primarnich burikach a in vitro modelech
MDS. Hypotéza prace je stanovena jasné a jejim jadrem je pfedstava, ze SMARCAS se ve spolupraci
s CTCF podili na patogenezi MDS prostfednictvim sniZeni exprese pro-diferenciacniho transkripéniho
faktoru SPI1. Na tuto hypotézu navazuje Sest, autorkou jasné stanovenych specifickych cilll prace.
Kapitola Material a metody se vyznaduje velmi peélivym zpracovanim s detailnimi informacemi o
pouzitych DNA vektorech, bakterialnich kmenech, bunéénych liniich a vzorcich primarnich bunék
pacientt s MDS. Obsahuje fadu nazornych obrazk(, stejné jako tabulek s vyCerpavajicimi informacemi
o pouzitych primerech, chemikaliich, kitech apod., coz umoznuje praci vyuzivat efektivné jako navod a
usnadniuje pfipravu pfipadnych navazujicich experimentu.

Kapitola vysledky v logickém sledu odpovida na otazky vytyCené ve stanovenych specifickych
cilech dizerta¢ni prace. Autorka postupuje od experimentalnich modell mysi erytroleukémie, kde studuje
zakladni interakce studovanych molekul, k funkénim experimentim na bunééné kultufre Hela
provéfujicim vyznam téchto interakci pro regulaci genové exprese. Nasledné prechazi ke studiu téchto
interakci v lidskych in vitro modelech (linie OCI-M2) a primarnich burikach MDS a akutni myeloidni
leukemie (AML) - jak ovlivnénych tak neovlivnénych pusobenim azacytidinu, pfi€emz srovnava ziskané
vysledky s primarnimi bufikami pochazejicimi ze zdravé hematopoézy. Zavérem ukazuje vysledky
funkénich experimentd manipulace hladin studovanych molekul v téchto modelech. V kvalitné
zpracované kapitole Diskuse autorka interpretuje ziskané vysledky koherentnim zpUisobem, z néhoz je
ziejmé nejen pochopeni samotnych pozorovanych molekularnich interakci a zmén na udrovni
chromatinové struktury a genové exprese, ale predevsim vztah téchto procest k patofyziologii MDS a
aktualnim problémdm klinické praxe tohoto onemocnéni. Ziskané poznatky mohou jmenovité odpovédét
na otazku, pro€ je u nékterych pacientu s MDS |é¢ba azacytidinem neucinna, resp. pro¢ se Ucinek této
|éCby projevuje pouze kratkodobé a nasledné dochazi k rezistenci s fatalnimi disledky pro prezivani
pacientu.

Doktorandka potvrdila stanovenou hypotézu, kdyZ dokazala interakci CTCF a SMARCA5
v regulacnich oblastech genu SPI1 a jejich roli v inhibici exprese tohoto genu. Rovnéz zodpovédéla

jednotlivé stanovené cile prace.
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Na doktorandku bych méla nasledujici dotazy a pfipominky:

1) V praci uvadite, ze exprese chromatin remodelacniho faktoru SMARCAS byva zvysena v kmenovych
a progenitorovych bunkach AML. Vi se néco o roli SMARCAS v jinych hematologickych malignitach,

pfipadné v solidnich tumorech?

2) Z citovanych pramen( i z vlastnich dat dokladate (Obrazek 2, Vysledkovy obrazek 10A), ze CTCF
aktivuje expresi genu H19 a naopak inhibuje expresi genu Igf2. Ve funk&nich experimentech
s luciferazovou eseji vSak vazba CTCF na DNA naopak expresi z promotoru H19 inhibovala (Vysledkovy
obrazek 9). Lze tuto skuteCnost vysvétlit ,zapojenim® regulacnich elementd na pouzitém expresnim
vektoru? Lze ocCekavat, Ze v experimentu probihaji identické resp. analogické procesy zmény

chromatinové struktury popsané na Obrazku 27?

3) Prace Curik et al., 2012, na kterou ve vadem vyzkumu navazujete, ukazuje, Ze pacienti s MDS ve
vys8im stfednim a vysokém riziku maji velmi heterogenni expresi SPI1 v dobé diagndzy, pficemz hladina
SPI1 signifikantné koreluje s dobou preziti pacientu na IéCbé s azacytidinem. To by ve svétle Vasi prace
mohlo souviset s vazbou SMARCAS/CTCF komplexu na specifické regulaéni useky genu SPI1, coz by
zase mohlo byt fizeno stupném metylace téchto regulaénich oblasti a/nebo mirou exprese molekul CTCF
a SMARCADS. Byla zméfena exprese SPI1, CTCF a SMARCAGS v primarnich bufikach MDS a AML, které
jste pouzila ve svych experimentech? Pokud ano, jak dopadlo srovnani se zdravymi myeloidnimi
bunikami? Lze pfedpokladat, Ze uvazovana aberantni vazba CTCF/SMARCADS v oblasti enhanceru -14,4

by mohla selektovat pacienty s MDS odpovidajici a neodpovidajici na IéCbu azacytidinem?

4) V uvodu prace piSete, ze CTCF i proteiny kohezinového komplexu (RAD21), kterymi se ve své praci
zabyvate, byvaji ¢asto mutované jak v AML tak v MDS, a to zejména u pacientu s vyS$Sim stfednim a
vysokym rizikem. Byla tato skutecnost relevantni pro Vasi praci? ZjiStovali jste pfitomnost mutaci
v genech téchto molekul?

5) Ve své praci jste identifikovali enhancer -14,4 kb od mista transkripéniho po¢atku SPI1 jako lokus

potencionalni aberantni vazby komplexu SMARCAS/CTCF branici aktivaci genu SPI1 po demetylaci
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DNA azacytidinem. Jde o enhancer identifikovany u mysi v oblasti -12 (Leddin et al., 2011). Lze
hypotetizovat, Ze vazba CTCF v tomto enhanceru by mohla kolidovat s vazbou jinych transkripénich
faktor( potfebnych pro navozeni exprese SPI1. Jsou v oblasti vazby CTCF znama nebo predikovana

mista pro jiné TF?

Zaveér:

Predkladana dizertaéni prace Mgr. Martiny DluhoSové vyhovuje formalnim pozadavkim kladenym na
tento typ odbornych praci. Z hlediska zpracovani hodnotim kapitoly VSeobecny uvod a Material a metody
jako nadprimérné. Vysledkova ¢ast a Diskuse jsou kvalitni, prace pfinasi originalni vysledky a jejich
komplexni a koherentni interpretaci s moznym uplatnénim v klinické praxi. Autorka prokazala schopnost
samostatné védecké prace. Kvalitu dosazenych vysledk( a védeckou erudici autorky a samoziejmeé i
jejiho Skolitelského pracovisté dokladaji rovnéz pfilozené publikace v prestiznich zahrani¢nich
Casopisech. Z téchto dlvodu doporucuji pfedloZenou praci k obhajobé a po jejim uspéSném obhajeni

doporucuiji udélit Mgr. Martiné DluhoSové akademicky titul Ph.D.

V Praze dne 23.4.2018 Mgr. Katefina Machova Polakova, Ph.D.
Vedouci Oddéleni molekularni genetiky
Email: katerina.machova@uhkt.cz
tel.: 221 977 305
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