V Praze dne 11.9.2019

7

Oponentsky posudek disertaéni prace nazvané “Regulace exprese HOX genti v hematopoéze a
leukemogenezi”

Vypracovala Mgr. JindfiSka Fiserova, Ph.D.

Disertacni prace Mgr. Katefiny Rejlové se zabyva regulaci exprese HOX genl v hematopoéze a
leukemogenezi. Zvolené téma je aktudlni, s moZznym prfesahem nad ramec zakladniho vyzkumu.
Prace ma standardni ¢lenéni, pfilozeny jsou obé publikace, na jejichz zakladé autorka titul PhD
narokuje. Jeji pfinos je tudiz jiz ovéren zvefejnénim v impaktovaném védeckém casopise po peer-
review procesu a citaénim ohlasem.

Autorcina hlavni védecka publikace byla otiSténa v ¢asopise Epigenetics, s IF 4.92. Tato prace se
zjisténim je souvislost mezi expresi enzymu JMJD3, metylaci promotord HOX gend a jejich expresi u
PML-RARa+ AML pacientd. Prace byla jiz 1x citovana.

Spoluautorska publikace byla ptijata ¢asopisem Journal of Haematology and Oncology s IF 4.94
a dosud byla jiz 8x citovéna. Casové i tematicky predchazi hlavni publlikaci a ukazuje mj. vyznam
genetickych aberaci pro expresi HOX genu i korelujici expresi HOX gen( a enzymu JMJD3 u AML
pacient( s aberaci PML-RARa+.

Obé publikace Uzce souviseji a prinaseji nové unikatni poznatky v oboru, viz vyse. Stézejni
metodou je real-time qPCR, jeZ je vyuzita ke stanoveni hladiny mRNA ve vzorcich krve/kostni dfené
pacientl a zdravych jedinc(. Prace dale vyuZiva metod ChIP, pokrodilejsich technich ChlIP-seq Ci
bisulfitového sekvenovani, a dalSich, béZnych metod molekularni biologie jako je western blot ¢i
svételna mikroskopie.

Obecnym rysem vlastni disertacni prace je jista nedotaZenost. Zde jen namatkou: nevyhovuijici
prace s literaturou v Uvodu, nedostatecné popsané metody, krkolomné formulované cile,
nedostatecné popisy k obrazklim, nejasné formulované ¢i zcela chybéjici myslenkové postupy
ukazujici ndvaznost a logi¢nost experimentd vysledkové ¢asti (napf. kapitola 5.4., str. 33, kapitola
5.5., strana 34), v diskusni ¢asti pfiklon k popisu spiSe nez vztazeni vysledk k jiz poznanym
konceptim. Tyto nedostatky mohou byt povaZzovany za méné podstatné vzhledem k unikatnim,
zavaznym vysledk({m prace, které byly pfijaty k tisku a ovéfeny védeckou komunitou.
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Komentare k metodické ¢asti prace

U hlavnich metod celé prace - real time gPCR (kapitola 4.3. a 4.6) ani Western blot (kapitola 4.6
— mj. kapitola 4.6. je uvedena 2x, jednou je k Cislu pfifazena metoda Western blot, podruhé metoda
ChIP-gPCR, zatimco kapitola 4.4. zcela chybi) - neni uveden pocet biologickych a technickych
replikatl (tato informace je pfitomna v popisech nékterych obrazk( snad v zavislosti na tom, v jaké
publikaci byly obrazky pivodné pouZzity).

Po vétsSinou chybi informace ohledné statistického zpracovani dat, informace o poctu vzork( a
typu pouzitého statistického testu nelze dohledat v sekci Metody ani v popisu k jednotlivym
obrazkdm, v nékterych pfipadech je informace pritomna v textu Vysledkd (napf. pro obr. 3), ve valné
vétsiné jsou vsak tyto informace nedohledatelné (namatkou obr. 7, obr. 10) coZ povazuji za vyrazny
nedostatek prace, nebot nékteré zavéry nelze ucinit bez fadné provedené a dokumentované
statistické analyzy (napf. obr. 3, obr. 7).

Komentafe k vysledkiim prace

Z detailu , kontribuce” (Authorship contributions) v publikovanych ¢lancich Mgr. Rejlové
vyplyva, Ze v prvoautorském clanku provedla autorka ¢ast experimentalni prace a spolupodilela se na



formaci textu manuscriptu. V pfipadé spoluautorského ¢lanku se zda, Ze autorka provedla pouze
analyzu gPCR experiment(. Vlastni disertacni prace, ktera pfimo prebira data z obou ¢lanku, také
nezminuje, kterd z nich ziskala vlastnoru¢né sama autorka a kterd jsou dilem spoluautord. Prosim
tedy autorku, aby jasné vymezila sv(j pfinos k obéma publikacim a predstavila data, ktera
generovala. Nem(zZe tak dojit k situaci, kdy 2 kandidati narokuji PhD titul na zakladé stejnych
vysledk.

V expresi HOX genll na mRNA drovni je zfejma znacna variabilita mezi jednotlivymi pacienty
(obr. 3 a obr. 4). Jak tuto variabilitu vysvétlujete? Kolik technickych a biologickych replikatd bylo
provedeno?

U MR2 ATRA resistentni bunécné linie je na proteinové Urovni pozorovana nizsi exprese enzymu
JMJD3 (Obr. 13) ve srovnani s ATRA-resistentni linii NB4. Lze tento pokles vysvétlit mechanismem
resistence k ATRA, pfipadné jakym zplisobem? Podobné téZ narulst exprese UTX v obou ATRA-
resistentnich liniich. Na drovni mRNA tyto zmény detekované nejsou (Obr. 14), takZe nadstavbovy
dotaz: z jakého dlivodu se lisi zmény v expresi na Urovni mRNA a proteinu? Western blot (Obr. 13)
nema statistické vyhodnoceni, zajimavé (protoZe nulové) chybové Usecky jsou téz u nékterych
variant v obr. 14. Kolik opakovani bylo provedeno u obr. 13? Pocet replikatd u obr. 14 (a téz obr. 17)
vzbuzuje z dvodu zminénych nulovych chybovych Usecek pochybnosti, prosim o komentar.

Proc¢ po 8 hodnach inkubace s GSK-J4 je mortalita bunék vétsi nez po 24 a 48 hodinach? Obrazek
18.

ATRA neméni expresi HOXA9, HOXA11, HOXB2 a HOXB4. Je znamo néco o regulaci téchto genl
pomoci RAR translokacni kindzy? Néjaka hypotéza, proc¢ zrovna tyto HOX geny?

Exprese HOXA4 nereaguje na GSK-J4 (Obr. 19, data z real-time qPCR), zatimco analyza poctu
normalizovanych peakl ukazalala, Ze na jeho promotoru dochazi ke sniZzeni a opétovném zvyseni
normalizovanych read( po inkubaci s ATRA a ATRA+GSK-J4 (Obr. 24). Jak tento nesoulad
vysvétlujete, kdyzZ jinde v praci predpokladate ,vice methylace znamena méné exprese a naopak?“

PFi testovani Urovné metylace promotord vybranych HOX gent po inkubaci s ATRA a
s ATRA+GSK-J4 pomoci qPCR (kapitola 5.10) byly vybrany geny, které na ATRA reaguji. Testovala
autorka téz néktery z gend, ktery na tyto drogy nereaguje, napf. HOXA4, HOXA9, HOXB2, HOXB4, aby
ziskala alespon nepfimy dikaz, Ze regulace probiha pres promotory HOX genl a ne pfes promotory
jinych transkripénich faktord?

Skupina gend, které na ATRA, ptipadné ATRA+GSK-J4 nereaguje a skupina HOX genf, u nichz
nebyly zaznamenany zmény methylace na H3K27 se nepfekryva. Zajimavy je napr. HOXB6, jehoz
exprese se po ATRA zvySuje a po ATRA+GSK-J4 opét sniZuje, coZ by poukazovalo na regulaci skrz
JMID3, jak autorka argumentuje u ostatnich gent (HOXA1, HOXA4, atd.), nicméné ChlP-seq zmény
na promotorech neprokazal. Prosim o komentafr.

Zjevné, HOX geny predstavuji z regula¢niho hlediska velmi heterogenni skupinu gend
s pravdépodobné velmi komplexnim zplsobem regulace exprese nejen pres primou
metylaci/acetylaci promotor(. Vzhledem k $ifi skupiny se vzdy vyskytne skupina HOX gend, které
budou potvrzovat vice méné kteroukoliv hypotézu. Mohla by autorka navrhnut sadu experimentd,
které by lépe ukazaly mechanismy regulace HOX genl v hematopoéze a leukemogenezi?

Proc se kromé methylace H3K27 méni po inkubaci s GSK-J4 téZ methylace na histonu H3 K4,
kdyzZ tento inhibitor plsobi specificky na H3K27? Obr. 20.

V diskusi (str. 56, 3.odstavec) i v zavéru autorka vyvozuje, Ze vzhledem k tomu, Ze exprese HOX
genll nekoreluje u leukemickych pacientl se subtypem AML dle FAB, HOX geny se pfimo podileji na
procesu maligni transformace. Mam za to, Ze zadna z uvedenych dat tento zavér pfimov
neopodstatnuji, korelace neznamena primou pri¢innou souvislost. Kterymi daty presné autorka
doklada, Ze se HOX geny primo podili na transformaci a nejedna se pouze o nasledek procesu maligni
transformace?



Méné zavainé komentaie a doplfiujici dotazy:

Ve stadiu M3 je nejvice zfejmy pokles exprese HOXA genl, mohla by autorka okomentovat
priciny?

Autorka ukazuje souvislost mezi expresi HOX gen(, PML-RARa a FLT3/ITD (obr. 6 ). Bylo by
mozné spekulovat nad tim, jak spolu na molekuldrni Grovni souvisi PML-RARa a FLT3/ITD a jaky je
vlastné mechanismus inhibice HOX gen( pfes PML-RARa?

Jsou identifikované geny souvisejici s hematopoézou, regulované RAR-RXR ve zdravé tkani?
Jaky je Ucinek plsobeni PMA a ATRA?

Prace spliiuje naroky na disertacni prdci. Za podminek, Ze autorka zodpovi ¢i vysvétli vyse
uvedené nejasnosti, navrhuji praci k pfijeti a udéleni titulu Ph.D.



