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Nazev préce:

Regulace exprese HOX genil v hematopoéze a leukemogenezi.
(HOX gene expression regulation in hematopoesis and leukemogenesis)

PfedloZend disertaéni prace svym tématem popisuje problematiku aberantni hematopoézy se
zaméfenim na roli skupiny kli¢ovych transkripénich faktort tzv. gend rodiny HOX v souvislosti s
diagndzou akutni myeloidni leukémie (AML), zejména pak u détskych pacientd. Prace popisuje
poznatky, které byly tispé&sné publikovany ve dvou odbornych zahrani€nich ¢asopisech s IF.

Disertaéni préce je ¢lenéna do 11 kapitol. Obecny tGvod popisuje problematiku AML, faznich
genl a HOX gen( v hematopoéze. Jednotlivé ¢asti dava do souvislosti a ¢tenari poskytuje dobrou
vychozi orientaci pro vysledkovou &st. Cile prace jsou jasné a logicky definovany. Metodicka ¢ast ma
pfiméfeny obsah bez zachazeni do technickych detaill, coZ nechybi, pokud existuji odkazy na
literaturu. Vysledkova ¢ast doklada zjisténa data k vytycenym cilim, coZ studentka v kontextu
s poznatky s literaturou vhodné diskutuje v kapitole Diskuse a vSe pak vystizné shrnuje v Zavéru.
Svou praci Mgr. Rejlova zamé¥ila zejména na studium souvislosti mezi vyskytem flzniho genu PML-
RAR« a jeho potencidlni interference se spravnou epigenetickou regulaci genli HOX u AML détskych
pacientll. Téma disertaéni prace je pomérné naro¢né i s ohledem na pfinos originalnich vysledkd.
Regulaéni mechanismy gend HOX jsou do urcité miry dobfe popsany. Jsou znamé skupiny
transkrip&nich faktord regulujicich jejich expresi, a i mechanismy souvisejici se spravnym nastavenim
struktury chromatinu na kli€ovych regulaénich oblastech téchto genu. Ale pravé tyto mechanismy
jsou velmi citlivym mistem, potencidlné aberantné propagovanym u celé fady malignich onemocnéni
a jiz nepatrné zmény v produkci HOX protein( indukuji zménu bunééného fenotypu.

Z doloZenych informaci je zFejmé, Ze autorka v disertacni préci popisuje vysledky, které byly
publikovany ve 2 pracich, pfi€emz jedné préce publikované v ¢asopise Epigenetics s IF 4,92 je prvni
autorkou a ve druhé préci publikované v ¢asopise J Hematol Oncol s IF 4,94 je 4. autorkou.

V disertacni praci spatfuji nize uvedené nedostatky Ci prostory ke zlepSeni:

1) Uvodni &ast postrada podrobnéjéi uvedeni do oblasti epigenetiky, o struktufe chromatinu je zde
jen velmi malo informaci a pojednéni o metylaci DNA je dosti stru¢né. Problematika toho, jaky
vyznam miZe mit metylace DNA na promotoru je $irsi. Samotny pristup k tomu, jak viibec metylaci
&ist z hlediska jejiho vlivu na expresi genu, neni dle recentnich publikaci tak jednoznacny, neZ jak
autorka piSe v dané kapitole.

V préci je nékolikrat zminéno, Ze napf. DNMT3a je de novo methyltranferaza DNA. Dnes vime, Ze je
do uréité miry i maintenance a u ostatnich DNA metyltransferaz je situace jesté komplexnéjsi a jejich
Gloha neni plné selektivni. To v praci bohuzel nikde neni napsané a béla bych se striktné tyto enzymy
zarazovat do jedné Ci druhé skupiny.
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2) Postradédm seznam pouZitych primerd. Napfiklad ,Primery byly navrZeny k amplifikaci mist
upstream od pocdtku transkripce.” je nepostacujici informace pro reprodukovani &i detailnimu
prozkoumdni strategie p¥isludnych experiment(. Pouze v pfipadé primer( pouZitych pro analyzu
exprese genl HOX je uveden odkaz na literaturu.

3) V legenddach obrazk mi chybi vice informaci, které jsou sice k dohledédni v metodach, ale plynulosti
pfi ¢teni préace to neprospivd. Za zcela kli¢ové povaZzuji uvddét pocty pacientd, jejichZ vzorky byly
analyzovany a vysledky zobrazovény v pfislu$nych grafech. U Obr. 7 neni zfejmé, zda barevnymi
te¢kami znazorn&na exprese HOX gen( u zdravych jedincti znamena median méfenych hodnot nebo
se jednd o n&jakou normalizovanou expresi. Obdobna situace je v pfipadé Obr. 8 a 9. Neni zfejmé, co
jednotlivé kfivky exprese sledovanych gen( u sortovanych subpopulaci zdravé kostni dfené a subtypt
AML dle FAB klasifikace zndzoriuji. Jedna se o medidny méfenych expresi? Na Obr. 8 je ve vysledkové
¢asti odkazovano v souvislosti konkrétnich korelaénich vztahl exprese mezi sledovanymi geny. Obr. 8
neni vhodny pro tento typ ilustrace, ¢tendf se pomérné sloZité orientuje v hleddni zmifiovaného
korelacniho vztahu.

4) Vysledky tykajici se regulace transkripce HOX geni prostiednictvim drany PML-RARa\JMJD3 byly
ziskany diky experimentlim s bunéénou linii NB4 se znaky APL a 2 z ni odvozené rezistentni klony

k ATRA. Neni zfejmé, do jaké miry tento in vitro bunéény model reflektuje détskou PML, nicméné i
presto nelze zavéry zjisténé z experimentl na této jedné bunécné linii generalizovat.

5) Prace je cennd predevsim z hlediska zjisténého funkéniho vztahu regulace transkripce HOX genl u
APL a potencialniho G&inku kombinovaného podévani ATRA a specifického inhibitoru GSK-J4. Praci by
okraslilo a étenéfi rozhodné pomohlo, kdyby byl tento zavér opatfen schématem ilustrativné
popisujicim tento vysledek.

6) Autorka pouZiva v textu velké mnoZstvi anglikanismd, co? je i pochopitelné a nékdy nevyhnutelnég,
nicméné i potom je tfeba ctit alespofi bazdlné zdsady ¢eského slovosledu. Napfiklad v sekci ,Cile
prdce” jde o pomérné neceské konstrukce:

»-.porovnani exprese na mRNA drovni...“, “... IMID3 inhibitoru na ATRA-fizenou diferenciaci...” apod.
Také by bylo vhodné sjednotit pojmenovani rodin enzymU: histomethyltransferaz, metyltransferaz
histon(, histon methyltransferaz apod.

Na studentku mam nasledujici dotazy:

1) V metodické &asti pro chromatinovou imunoprecipitaci uvadite délku fixovéni s formaldehydem,
kterd je neobvykle kratka (1 minuta). Vé&tsina protokold, které jsem Cetla, maji dobu inkubace 10-20
minut. Testovali jste i jinou délku inkubace? Vite, jakd jsou rizika krdtké a dlouhé fixace
formaldehydem?

2) Str. 53: Pidete, Ze u kombinace IéCiva ATRA s inhibitorem demetyldzy DNA JMJD3 pozorujete
synergicky apoptoticky efekt u testované b. linie. Neni pozorovany jev uz spie odrazem toxicity?
Pokud predpokladéame, Ze ne, nejedna se spise o aditivni efekt?

3) Str. 54: Popisujete potencidlni roli metylace DNA v transkripcni regulaci HOX genl u PML-RARa+
bunék. V diskuzi zazni véta , Ackoli je zndmo, Ze DNA metylace ovliviiuje expresi HOX genl (Tsumagari
et al., 2013), nepodafilo se ndm tuto skute¢nost u naseho PML-RARa buné&cného modelu
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prokazat.” Pro analyzu jste pouZili metodu bisulfitového sekvenovéni ve dvou promotorovych
oblastech vybranych HOX geni. Z obrazku 30 je evidentni, Ze po inkubacich zmény nepozorujete.
Limitujicim faktorem v metoddch vyuZivajici bisulfitového sekvenovdni je skutecnost, Ze nelze rozlisit,
zda je DNA skute&né metylovéna, ¢i zda uZ doslo ke konverzi na jinou epigenetickou znacku, a to
hydroxymetylaci DNA ¢&i dal$i meziprodukty vedouci k Gplné demetylaci DNA. Zde hraji ddleZitou
dlohu tzv. proteiny rodiny TET, jeZ jsou za cely proces demetylace DNA zodpovédné a v praci nejsou
viibec fedeny a mohly by mnohé napovédét. Analyza jejich exprese a potencidlni vyuZiti
chromatinové imunoprecipitace se specifickymi protildtkami proti metylované DNA vs.
hydroxymetylované DNA by mohli ukdzat, zda skutecné burika nemd tendenci promotory
demetylovat, co? bisulfitova konverze z principu zataji. UvaZovali jste i o navrhované moznosti, Ci
dalsich alternativdch analyzy?

4) Pracujete s hypotézou, Ze se HOX geny podileji na procesu maligni trannsformace
hematopoetickych bunék a nekopiruji pouze vyvojové stadium, ve kterém doslo k zastaveni
diferenciace v priib&hu leukemogeneze. DokéZete z dostupné literatury a databézi odvodit, jaké
potencidlni signalni kaskady mohou byt spjaty s aberantni expresi HOX gent u détskych pacienti s
AML, &i konkrétné u APL?

5) Jak by se mohly vysledky vasi prace uplatnit v lékafské praxi déti s PML-RARa pozitivni AML
z hlediska lé¢by, diagnostiky ¢i progndzy?

Zavérem lze Fici, Ze autorka predloZené disertacni prace prokdzala schopnost samostatné védecké
préce, prace s literaturou a interpretace ziskanych dat. V praci je uvedeno pomérné Siroké spektrum
technologii, které byly vyuZity pro dosaZeni vysledkd. V disertaéni praci neni uvedeno, které analyzy
Mgr. Rejlova provadéla sama, a které provadéli jeji kolegyné a kolegové v rdmci tymové préce, kterou
si takto naro¢né studie vyzaduji. NapFiklad z pfiloZzené publikace se dovidame, Ze statistické analyzy a
analyzy ChiP-seq provadéli kolegové.

Nicméné predloZena prace splfiuje pozadavky jejiho zadéni a kvalitu dosazenych vysledkd
dokumentuji také dvé piivodni publikace v zahrani¢nich ¢asopisech, ve kterych prosly kvalitnim
recenznim Fizenim. Mgr. Rejlova rovné? presentovala vysledky své prace na jedné zahranicnia 3
domacich konferencich.

PredloZenou disertaéni praci doporucuji k obhajobé a po jejim ispésném obhdjeni doporucuji udélit
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