Oponentsky posudek doktorské diserta¢ni prace Mgr. Lenky Rossmeislové
»Promyelotic leukemia protein in normal, tumor and senescent human cells.

Zéakladem predkladané disertac¢ni prace Mgr. Lenky Rossmeislové je soubor tfech
pivodnich praci zaméfenych na analyzu adipocytni diferenciace lidskych
mesenchymalnich kmenovych bunék a na ovlivnéni exprese a lokalizace lidského
strukturné adaptorového antionkogenu PML béhem proliferace a indukované senescence.

Disertacni prace je sestavena z prehledného uvodu, pomérné podrobného popisu
experimentalnich pfistupi (v€etné seznamu pouzitych bunécnych linii, oligonukleotdi a
protilatek), z vysledkové cCasti a s diskuze zakoncené strunych souhrnem onéch tfech
zminovanych praci. Integralni soucasti predkladané prace je také 276 odkazl na citované
pirevazné puvodni prace, 28 obrazkl a jako ptiloha 1 tfi autor¢iny publikace, z nichz na
dvou je prvnim autorem a na jedné spoluautorem. Literarni ivod je velmi ptehledné a
pritom podrobné zpracovan, doklada autorcin Siroky ptfehled v presentované problematice
a je roz€lenén do kapitol zabyvajicich se jak vlastnostmi tak i funkci doposud stale
enigmatického proteinu PML (proteinu promyelotické leukémie), staronovymi
strukturné-funkénimi vlastnostmi jadérka a v neposledni fadé pak -charakterizaci
vlastnosti mesenchymalnich kmenovych bunék. Vysledkova ¢ast v podstaté v redukované
form¢ pak kopiruje pfilozené publikace z nichz také vychazi i nasledujici diskuze. Ve
vice rozvedené forme je diskutovana pouze posledni publikace tykajici se charakterizace
s buné¢nou senescenci souvisejicich PML obsahujicich utvart asociovanych s jadérkem
¢1 jadérkovymi komponenty.

K teoretickému tvodu a formalnimu zpracovani disertani prace mam jen n¢kolik
mén¢ vyznamnych pfipominek. Zavedeni boxti s vysvétlenim nékterych pojmt ¢i
s ptehledem/popisem proteintl a jejich funkce je zajimavym zpesteni predkladané prace,
pouzivan¢ v mnoha piehlednych clancich, avSak v nékterych piipadech ne zcela
nezbytnym (Actinomycin D ¢i telomery). Prehled zkratek je ziejmé& kvilli
nekorigovanému formatovani Spatné¢ prehledny. Celkové je ale teoreticky ptehled
presentovan logickym a ¢tivym zpiisobem a v mnohém byl pro mne velmi informativni.

Prvni c¢ast vysledkového souboru zahrnuje praci publikovanou vroce 2003
v Obesity Research a zabyvajici se vypracovanim a analyzou diferenciacnich protokoli
pro fizenou diferenciaci lidskych mesenchymalnich kmenovych buné¢k (hMSC) do
adipocytl. V jejim ramci byl optimalizovan diferenciacni protokol a analyzovany faktory,
které tuto diferenciaci provazeji ¢i reguluji. AIM (Adipogenesis Induction Medium)
obsahujici mimo jiné dexamethasone a insulin zplsobily casnou aktivaci C/EBPf
nasledovanou transaktivaci PPARy. Diferenciace hMSC do adipocyti byla umocnéna
pouzitim kréali¢tho séra namisto teleciho a také inhibici MAP kindz. K praci mam
nasledujici dotazy a ptipominky:

1. Obr. 10 ukazuje aktivaci PPARy jak na mRNA tak i proteinové Grovni. Zatimco u
PPARYy proteinu dochazi obdobné jako u mRNA pro leptin k cyklické expresi
odvislé od 3+3 diferenciacniho protokolu, tak na PPARYy mRNA urovni toto neni
tak patrné — jak Ize vysvétlit? Dochazelo k obdobnému cyklovani také u C/EBPf3?

Myslim, ze divodem je pouziti klasického RT-PCR, které neni kvantitativni. PCR

produkt byl detekovan az ve fazi plato, tudiz nekopiruje presné zmény v mnoZzstvi

mRNA pritomné ve vzorku. Stanoveni C-EBPB na urovni mRNA nebylo provadéno.

Dtvodem byl fakt, Ze C-EBPB je gen bez introntl, s jednim primarnim transkriptem,



jehoz translaci vznikaji az 4 rizné isoformy. Hlavni dvé isoformy nazyvané LAP a
LIP maji opacné ucinky na transkripci gent, do jejichz promotort se vazi. Proto ma
vétsi vyznam stanovovtl hladiny proteinu, zejména LAP isoformy.

2. Krali¢i sérum patrné¢ diky vysSimu obsahu potencidlnich PPARy ligandi ma
mnohem vyssi pro-adipocytarni potencial nez teleci. Bylo timto zptisobem také
testovano lidské sérum?

Lidské sérum testovano nebylo, nebylo k dispozici.

3. Muze pozitivni vliv inhibice MAP kinaz souviset také s inhibici MAPK drahy
z aktivovaného insulinového receptoru?

Ano. Jelikoz signalizace z insulinového receptoru se dale vétvi a nezahrnuje pouze

aktivaci MAPK, ale 1 IRS1 a dale pak PI3K, lze ptfedpokladat, Ze selektivni inhibice

MAPK drahy mtze mit pozi. Navic, na povrchu buiiky ziidkakdy dochazi k aktivaci

vSech ptfitomnych insulinovych receptort , ale jejich aktivita je ndsobena prave

Dalsi ¢ast disertacni prace se zabyva vlivem (a mechanismem) inhibitorti histon
deacetylaz (HDAC) na interferonem o (IFNa) indukovanou expresi PML. HDAC
inhibitory jsou testovany jako perspektivni protinddorova terapeutika a jsou vedle
retinové kyseliny potencidlné vyuzitelnd pro terapii akutni promyelotické leukémie.
Trichostatin (TSA) a dalsi inhibitory HDAC typu I blokovaly IFNa indukovanou avSak
nikoliv bazalni expresi PML v nadorovych 1 primarnich bunécnych liniich. HDAC
inhibitory ale negativné neovliviiovaly translokaci IFNa aktivovaného txn faktoru STAT2
do jadro ¢i jeho interakci s ISRE elementem v PML promotoru. HDAC inhibitory také
(alespoii na proteinové urovni) snizovaly IFNa indukovanou aktivaci IRF-1 faktoru a
proteinu Sp100.

1. Byla TSA indukované snizeni aktivace IRF-1 a Spl100 zpiisobeno inhibici
transkripce jejich geni?

Tuto moznost jsme netestovali.

2. Potlaceni exprese IRF-1 je diskutovan jako mozna pftic¢ina inhibice exprese PML.
Analyzovali jste, zda siRNA indukované potlaceni expres IRF-1 snizi expresi
PML?

Metodu genového knock-downu pomoci siRNA jsme ktomuto ucelu nepouzivali.
Nicméné¢ nyni mame k dispozici IRF1-/- mysi buniky, které jsme pouzili k otestovani, zda
je IRF1 zasadni pro indukci PML u modelu pfed¢asné senescence. Pfedpokladam, Ze by
vysledek tohoto experimentu mél naznacit, jestli je IRF1 skutecné zodpoveédny za indukei
PML po IFN.

3. Pro zisténi ktera z typu I HDAC je zodpovédna za (nepiimé?) potlaceni IFNa
indukovatelné¢ exprese PML by mohlo pomoci pouziti Apicidinu 9specificky
inhibitor HDAC-2 a 3 ¢i HDACS siRNA.

Neni mi znamo, ze by apicidin byl povazovan za selektivni inhibitor HDACZa tento
namét urcit¢ deékuji, apicidin nam v dobé€, kdy jsme provadéli experimenty tykajici se
vlivu HDACI na IFN-indukovanou expresi PML, nebyl znam.

Posledni casti predkladané prace analyzuje roli PML v senescenci a popisuje
vznik se senescenci souvisejicich specifickych PML makrotélisek obsahujicich jadérko ¢i
jadérkové komponenty a nazvanych PML-NDS (Nucleolus Derived Structure) ¢i APNC
(Actinomycin-induced PML Nuclear Coats). Tyto makrostruktury jsou vytvareny v ¢asti
senescentnich ¢i Actinomycinem D inhibovanych hMSC nebo v HeLa ¢i H1299 buiikach
po pulsobeni ,senescence koktejlu“ (BrdU+DMA+AMD). Funkce téchto struktur je



prozatim neobjasnéna a muze souviset s vlivem jadérkovych komponent na regulaci
bunécného cyklu ¢i senescence.

1. Bunécna senescence je spojena se vznikem tzv. SAHF (Senescence Associated
Heterochromatin Foci) obsahujicich HP1 protein a vznikajicich za aktivni ucasti
HIRA/ASF1 komplexu. HIRA tézZ interaguje s PML télisky. Analyzovali jste, zda
HIRA také asociuje s PML-NDS ¢i s APNC?

Interakci s HIRA jsme netestovali, jelikoz nemédme k dispozici protilatku. Nicmén¢ PML-
NDS a APNC jsou struktury na chromatin relativne chude, navic jsme nepozorovovali
kolokalizaci s markery heterochromatinu, napt. trimethyl H3K9 a HPI1B, takze
neptedpokladam, ze by HIRA byla s témito strukturami vyznamné asociovana .

2. Zpusobi BrdU+DMA u hMSC také vznik PML-NDS?

Ano, pocet PML-NDS se zvysil jak u hMSC, tak u fibroblastt, 1 kdyz byl nutny delsi
treatment BrdU-DMA (3 tydny)

3. Je apoptoza Saos2 indukovana BrdU+DMA potlacitelna inhibitory kaspaz?

Bohuzel jsme zatim netestovali.

4. Jak si lze vysvétlit, ze v HelLa bunkich BrdU+DMA odblokuje E6/E7
zprostfedkovanou inhibici p53 a Rb?

Tento ucinek byl popsan jiz diive, DMA a BrDU potlacuje transkripci obou virovych
proteint, které tudiz nemohou zptsobovat degradaci tumor supresord p53 a pRb.

Celkové hodnotim ptedkladanou disertacni praci velice kladné, autorce blahopieji

k velmi zajimavym vysledkim a kvalitnim publikacim a po jeji UspéSné obhajobé
doporucuji k udéleni titulu PhD za jménem.

Praha, 29.9.2007 RNDr. Ladislav Andéra, CSc.



