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Posudek dizertacni prace Epigenetické regulacni fakiory CTCF a SMARCAS kontroluji expresi
hematopoetického faktoru SPI1 v bunkdch akutni myeloidni leukémie a myelodysplastického
syndromu. Autorka: Mgr. Martina DluhoSova.

Vazeny pane profesore. dékuji za projevenou duvéru a zaslani k posouzeni vyse uvedené dizertaCni
prace.

Formou jde o dizertaéni praci obvyklého rozsahu a ¢lenéni. Prace ma bez priloh 148 stranek véetné
seznamu pouzité literatury. Ma &esky a anglicka abstrakt. vseobecny tivod do problematiky.,
formulovanou hypotézu, popis metod a materialu pouzitych pfi vyzkumu, strukturované popsan¢
vysledky. Na deseti stranach je provedena diskuze a zavér cel¢ prace. Jako prilohy jsou uvedeny tri
publikace. z toho dvé jsou pavodnimi (originalnimi) sdélenimi, tfeti je souhrnnou praci (review).
Prvni puvodni prace se tyka pfimo problematiky feSené v dizertalni praci a vysla v zahrani¢nim
casopise s dobrym impact faktorem (3,73) a studentka je v této praci hlavni autorkou. V druhé praci,
ktera fesi problematiku tzce spojenou s dizertatni praci a vysla v zahranicnim Casopise s velmi
dobrym impact faktorem (7.35), je studentka spoluautorkou v ramei tymu, v némz pracovala na reseni
dizertace. Treti piilozenou praci je review na téma patofyziologie myelodysplastického syndromu.
vysla v eském Casopise a studentka je v ni prvni autorkou.

Vlastni dizertaéni prace je napsana srozumitelnym jazykem s minimem pieklepu, je logicky ¢lenéna,
text je doplnén prehlednymi tabulkami. grafy a obrazky. Na nékolika mistech jsou opraveny odkazy
k obrazkim nebo grafum prelepenim.

Obsahem vyzkumu, ktery je podstatou této dizertaéni prace. je zmapovani jednoho z epigenetickych
zpusobu kontroly klicového transkripéniho faktoru v hematopoetickych buikich SPI1 a sice

v burikach akutni myeloidni leukémie (AML) a myelodysplastického syndromu (MDS). Autorka se
zaméfila na roli dvou hraci v epigenetické regulaci, jednak transkripéniho faktoru CTCF, ktery diky
své schopnosti vytvaret chromatinové smy¢ky pusobi jako aktivator i jako represor transkripce. a dale
na remodelaéni faktor chromatinu SMARCAS. ktery ma dileZitou roli v sestavovani a umistovani
nukleozomu a je dilezity pro interakci kohezinového komplexu s DNA. V patofyziologii MDS

s presahem do 1é¢by je pritom dilezité, ze vazbu SMARCAS s kohezinem negativné ovliviuje
nadmérna metylace DNA. Autorka se zaméfila na to, jak interakce CTCF a SMARCAS ovliviuje
expresi SPI1. ktery je hlavnim prodiferenciacnim faktorem a v buiikach MDS a leukemickych blastech
je snizena jeho exprese. Hypotézou dizertaéni price je tedy 1o, ze se CTCF ve spolupraci s SMARCAS
podili na epigenetické negativni regulaci exprese SPI1 u MDS a AML. Dale autorka popisuje zpusoby.
jakymi tyto dva regulatory expresi ovliviuji a také se vénuje popisu mechanismu metylace a
demetylace DNA. mimo jiné i v souvislosti s expozici azacytidinu (AZA). Ke svym experimentum



pouzila autorka mysich erytroleukemickych bunék. kultury lidskych bunék AML, resp. erytroleukémie
(transformace z MDS) a pouzila také vzorky kostni dfen¢ od pacienti s pokro¢ilym MDS a pacientu

s AML s myelodysplastickymi rysy. Jako kontroly pouzila autorka CD34+ progenitorové buiiky
ziskan¢ od darce krve. resp. CD34+ buiiky ziskané pii stimulaci G-CSF u pacienta po terapii
lvymfomem.

Vysledkem prace je prukaz toho. ze zvysena aktivita CTCF a SMARCAS skute¢né tlumi expresi
prodiferenciacniho faktoru SPI1 a je tyd dilezitym patogenetickym faktorem u MDAS a AML (s
myelodysplastickymi rysy). Navic autorka prokazala, ze hypometylaéni terapie azacytidinem
zpusobuje pokles metylacni irovné DNA na urcitych dinukleotidech CG a umoznuje vazbu CTCF a
SAMRCAS. Tim tyto regula¢ni faktory bohuzel brani znovuobnoveni exprese SP11 po lécbe
azacytidinem (AZA) a potvrzuje to nasi praktickou zkusenost. 7e létebny ucinek AZA je u vétsiny
pacientu jen docasny. u nékterych neni zadny.

Zavér oponenta: jde o dizertaéni praci velmi dobré trovné. vhodnou k obhajob¢ k udéleni titulu
Ph.D.

Pripominky a otazky oponenta

Pfipominka: vzhledem k nazvu a obsahu dizertacni prace by bylo vhodné obecném uvodu také zminit
specificky akutni myeloidni leukémii (AML) a diskutovat. jak se patofyziologie tzv. de novo AML
muze odliSovat od patofyziologie AML s MDS rysy.

Otazka 1: nebylo mi dplné jasné, jaké kontrolni buiiky byly pro experimenty pouzity v prvnim
pfipadé: CD34+ od dobrovolného darce krve. tedy zdravého jedince? Na jiném misté zminujete kostni
dien.

Otazka 2: jako druhou kontrolu jste pouzili CD34+ buiiky po in vivo stimulaci G- CSF od pacienta po
lécheé lymfomu, zfejmé stimulovaného k autologni transplantaci. Takovy pacient byl pred tim velmi
pravdépodobné exponovan mimo jiné alkylaénim latkam. Lze 7 vasich experimentu vyvodit néjaké
specifické zmeény na urovni metylace DNA nebo Vami studované epigenetické regulace v CD34+
burikach této kontroly oproti zcela zdravému dérci nebo pacientum s MDS (AML)?

Otazka 3: existuji udaje (vase zkusenost — vysledky? Literatura?) o roli Vami studovanych regulatord
exprese SPI1 u lidské de novo AML, napt. AML s translokaci t(8:21 ) nebo APL?
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