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Oponentsky posudek

disertadni prace MUDr. Markéty Zaliové

"Studium faznich genti TEL/AML1, BCR/ABL a TEL/ABL u détskych akutnich lymfoblastickych

leukémii“

Disertaéni prace MUDr. Markéty Zaliové s ndzvem "Studium fuznich gent TEL/AML1, BCR/ABL a
TEL/ABL u détskych akutnich lymfoblastickych leukémii® je rozdélena do dvou ¢asti: ¢asti teoreticke a
gasti tvorené vlozenymi reprinty publikaci autorky a ¢lankl v recenznim fizeni. Obsahuje 156 stran
textu, pficemz pfilozené publikace nejsou &islovany. Cislované strany jsou ¢lenény do 7 oddili dle
zvyklého schematu: Uvod, Cile a vysledky, Zavér a diskuze, Prehled publikaci, abstrakt a pfednasek,
Seznam pouzitych zkratek a Pouzita literatura. Za oddil Cile a vysledky jsou vélenény: 3 reprinty jiz
publikovanych praci (prvni autorstvi 1x, spoluautorstvi 2x) a text tfi dalSich praci, které jsou
vrecenznim Fizeni (prvni autorstvi 2x, spoluautorstvi 1x). Pfilozené prace uzce souviseji s
problematikou disertace a shrnuji vysledky préace autorky. Ve véech pfipadech se jedna se o plvodni
prace. Tfi prvni prace byly publikovany v ¢asopisech s vysokym impakt faktorem (IF 6,25, 8,63). Za
reprinty a texty praci je uveden seznam publikaci, abstrakt a pfednaSek autorky. Za seznamem
publikaci nasleduje vycet 4 publikovanych abstrakt ze zahranicnich konferenci a 6 pfednasek.
V zavéru je uveden na 34 stranach velmi rozsahly seznam pouzité literatury: 397 publikaci nasich i

zahraniénich autor(i, véechny prace se zabyvaji problematikou akutni leukémie.

Prace autorky se zamé&fuje na studium biologickych a klinickych aspektl fuznich gend TEL/AML1,
BCR/ABL a TEL/ABL a jimi vymezenych genotypovych podskupin B-prekurzorovych détskych
lymfoblastickych leukemii.



V Uvodni &asti jsou struéné shrnuty soudasné poznatky o akutni lymfoblasticke leukémii (ALL) u déti.
Autorka podava prfehled o soucasnych znalostech problematiky dvou vyznamnych fuznich gend:
TEL/AML1 a BCR/ABL, a jednoho vzacné se vyskytujiciho fuzniho genu: TEL/ABL. Pfitomnost téchto
fuznich genli ma vyznamny dopad na prognézu ALL u déti. Autorka prehledné uvadi molekularni

podstatu fuznich gen, zakladni aspekty jejich vlivu na etiopatogenezi leukémie.
Vlastni prace je zaméfena na nékolik specifickych témat:

1) Studium fiizniho genu TEL/AMLA1

a) hledani pfimych cild TEL/AML1 analyzou expresniho profilu TEL/AML1 pozitivni
leukemicke linie ovlivnéné inhibitorem decetylaz histonl (HIDACI) valproatem (VPA),
porovnavanim jeho efektu na TEL/AML1 pozitivni a TEL/AML1 negativni leukemické linie
REH

b) zkoumani role flzniho genu v leukemickych bunkach pro udrzeni jejich maligniho
potencialu, dopad umléeni pomoci RNAI

¢) studium role microRNA 125b u TEL/AML1 pozitivnich leukémii

d) analyzu variantnich fuznich gend

2) Sledovani minimalni residualni nemoci u ALL s fiiznim genem BCR/ABL

3) Analyza pacientu s fuznim genem TEL/ABL

Strucné shrnuti vysledku

1a) Na rozdil od TEL/AML1 negativnich linii vedla aplikace VPA u TEL/AML1 pozitivni linie ke
zménam imunofenotypovych markerl odpovidajicim mirnému diferenciaénimu posunu a k zastavé
bunééného cyklu v G1/G0 fazi. Analyza zmén exprese vyvolané aplikaci VPA u TEL/AML1 pozitivni
linie pomoci DNA &ipu byla cilena na soubor genl, u nichZ byla v dostupnych expresnich profilech
détskych ALL nalezena specificky nizsi exprese u TEL/AML1 pozitivni podskupiny a u nichz se
zarovenl exprese u TEL/AML1 pozitivnich ALL vyznamné neliSila od studované linie REH. Byly
identifikovany geny, jejichZz exprese se u linie REH statisticky vyznamné zvysila po podani VPA a
které by tak mohly byt pfimymi cili TEL/AML1. Zmény exprese po HDACI byly kvantitativni analyzou
prokazany u 4 genl se znamou roli v regulaci bunééného cyklu: JunD, ACK1, PDGFRB a TCV4.
Prezentovana data podporuji hypotézu, Ze HDACI ovliviiuji TEL/AML1 pozitivni buriky pfimou
interakci s fuznim proteinem a ze podani HDACi se muze uvolnit aberantni transkripéni aktivita

zplUsobencu chimérickym transkripénim faktorem.

Autorka rovnéz prokazala, ze ztrata centraini oblasti pro leukemogenni funkei TEL/AML1 kodované
exonem 5 genu TEL ve vlastni vytvofené modelové reportérové eseji nevedla k oslabeni transkripéné
represivni schopnosti fluzniho proteinu TEL/AML1 a Ze tato oblast, ackoliv je dilezitd pro vyvoj
(pre)leukemického klonu, je pro perzistenci leukémie postradatelna a neni tedy vhodnym cilem pro
geneticky specifickou lé¢bu. Vysledky zcela koresponduji s mySimi modely, kde se TEL/AML1 chova

jako slaby onkogen, ktery neni schopen vyvolat leukémii bez spoluprace s dalsimi zasahy.



1b) microRNA 125b2 u TEL/AML1 pozitivnich leukémii spolu se dvéma dalsimi, micro RNA let-7c a
microRNA 99a, jsou vysoce exprimovany specificky u TEL/AML1 pozitivnich ALL, autorka vyslovuje
predpoklad, ze by mohly hréat roli v patogenezi t&chto leukémii jako jeden z kooperujicich zasahu
vedoucich ke vzniku TEL/AML1 pozitivnich leukémii. Na TEL/AML1 zfejmé nezavisla nadprodukce

microRNA 125b2 udili hematopoetické bufice rezistenci k signalim inhibujicim rust.

1c) Ve skupiné 71 TEL/AML1 pozitivnich ALL byly objeveny dva pfipady s variantnim flznim genem
TEL/AML1. U obou pfipadl doslo nasledkem raritniho zlomu genu TEL v intronu 4 k vytvofeni
variantni fuze a k expresi variantnino transkriptu, ktery na rozdil od typickeho flzniho transkriptu
TEL/AML1 neobsahuje exon 5 genu TEL, coz bylo pficinou fale$né negativniho vysledku RT-PCR.
Vysledek PCR byl tak v rozporu s pozitivnim nalezem translokace t(12;21) metodou FISH.

2) MRN u ALL s fuznim genem BCR/ABL

Duilezitym vysledkem vyzkumu autorky v oblasti sledovani MRN je zjisténi, ze oproti dosud pouzivané
standardni metodé zalozené na detekci imunoreceptorovych cild umozruje monitorovani MRN
pomoci detekce fuzniho transkriptu BCR/ABL I€pe a dfive identifikovat pacienty se zvysenym rizikem
relapsu i v pribé&hu dlouhodobého sledovani. Zavéry jsou vysledkem vysetfeni 218 vzorkd kostni
dfené& od 17 détskych pacientt s BCR/ABL pozitivni ALL. Jde o situaci odliSnou od TEL/AML1
pozitivnich leukémii, kde MRN zaloZzena na detekei fuzniho transkriptu pfinasi prakticky totoznou
informaci jako standardné méfena MRN. Tento poznatek je velmi dualezity pro vyvoj metodiky
sledovani MRN.

3) Autorka prokézala, ze TEL/ABL pozitivni ALL u déti mohou byt prenatalniho plvodu a Ze na vzniku
téchto leukémii by se mohla podilet inaktivace nékterych regulatord bunééného cyklu:
CDKN2A/CDKN2B. Z pohledu klinického je dle autorli vhodné pohlizet na TEL/ABL pozitivni ALL jako
na onemocnéni se §patnou prognozou, podobné jako na BCR/ABL pozitivnich ALL vzhledem k jejich

podobné biologicke podstaté.

Téma predlozené dizertadni prace je vysoce aktudini a dilezité. Jednim z cill sou¢asného vyzkumu je
blizsi analyza podstaty klonalni proliferace malignich bun&k a nalezeni vhodnych prognostickych
znakd. Objev fuzniho genu TEL/AML1 u détskych leukémii poskytl novy pohled na etiopatogenezi
nékterych typl leukémie u déti. Vyzkum tohoto fuzniho genu pfinesl mnoho poznatkd o molekularnim
mechanizmu funkce TEL/AML1 a jeho roli pii vzniku leukémii. Nékteré otazky vSak dosud nebyly zcela

uspokojivé zodpovézeny. Diléimi vysledky prace pfispela autorka do mozaiky znalosti v této oblasti.

Vyrazné pokroky v 1é¢bé a prognéze détské akutni lymfoblastické leukémie vedly ke snaze zajistit
intenzivngjsi lé¢bu pacientdl s vysokym rizikem relapsu. Jednou z nejdileZitgjSich metod
k objektivizaci lé¢ebné odpovédi je dnes bezesporu sledovani minimalni reziduaini nemoci (MRN),
které je nedilnou sou¢asti modernich protokolU pro 1&€bu détskych leukemii a mé predevsim znacény
prognosticky vyznam. Vybéru co nejpiesnéjsich metod vysetfeni a hlavné vybéru jednotlivych cill je
vénovana velka pozornost. Vybér nejvhodnéjsi techniky MRN analyzy je diktovan dostupnymi cili u
jednotlivych typl leukémie. Kinetika clearance MRN je funkci biologie nemoci, podané léCby- a

senzitivity pouZitého testu. | vtéto oblasti autorka ve své praci pfinasi nové duleZite a prio_ritnl'
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poznatky, které jsou pfinosné pro klinickou praxi.

Pro klinickou praxi ma vyznam i spravna detekce variantnich fuznich gend, jejichz vyhledavani
pomoci PCR miiZze mit negativni vysledek. Detailni studium chovani fuzniho genu TE/ABL ma vyznam

hlavné pro vybér nejvhodnéjsiho leéCebného pristupu.

Autorka prace je aktivni ¢lenkou vyzkumného tymu Laboratofe molekularni genetiky Kliniky détské
hematologie a onkologie LF UK a FN v Motole, ktera vynika dlouhodobymi zkusenostmi ve vyzkumu
podstaty détskych leukémii. Autorka prace je bezesporu platnym &lenem tymu, jak ukazuji vysledky

jeji prace.
Zavér oponenta

Prace autorky prokazuje rozsahlé teoretické i praktické znalosti problematiky molekularni biologie
détskych leukémii. Zabira S$irokou $kalu studované problematiky, demonstruje i zapojeni do
mezinarodni spoluprace. V praci jsou pouzity nejnovéjsi moderni metody molekularni biologie. Autorka
prokazuje schopnost samostatného védeckého mysleni a samostatné védecké prace, o jejiz kvalite
své&déi publikace v impaktovanych ¢asopisech. Vysledky prace jsou z mnoha pohled( velmi zajimavé

a jsou jednoznacné pfinosem pro soucasnou praxi oboru.

Nevyznamné vyhrady Ize mit k minimalnim drobnym chybam v textu. V teoretickém Uvodu chybi
piehlednéjsi specifikace cill prace, coz trochu ztéZuje orientaci v textu. Pfinosem by bylo vice tabulek

a vysvétlujicich schémat ¢&i obrazki v teoretické ¢asti.

Autorky se dotazuji na nasledujici:

1. Ackoliv jsou lymfoblastické leukémie u déti s pfitomnosti fuzniho genu TEL/AML1 povaZovany za
prognosticky velmi pfiznivé, je u tohoto typu leukémie stale popisovano vyssi procento pozdnich
relapst. Jednou z pfigin mulze byt koexistence subklonl s pfidatnymi chromozomalnimi
abnormalitami. Zabyvala se autorka pfitomnosti jinych molekularné-genetickych markert

negativné ovliviujicich progndzu téchto leukémii?

2. Bylo zjisténo, Ze fuze ETV6-RUNX1 milze vest k deregulaci receptoru pro erytropoetin. Setkala se
autorka s touto deregulaci v prib&hu vyzkumu v oblasti TEL/AML1 pozitivnivh leukémii? Pokud
ano, muze mit degulace tohoto receptoru pro dilezity hematopoeticky ristovy faktor vliv na
leukemogenezi?

3. Je znamo, jakym mechanizmem miiZze deregulace imunitni odpovédi, at' uz primarni nebo
sekundarni po infekci, ovlivnit maligni evoluci preleukemickych klonl bunék exprimujicich TEL-
AML1?

Disertaéni prace MUDr. Markéty Zaliové jednoznaéné spliiuje vSechna kritéria pro (spésné
obhajeni prace a udéleni akademického titulu Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych 8kolach ¢.111/98
Sb. Doporuéuji udéleni titulu.

V Olomouci 7.6.2

Doc.MUDr.Dagmar/Pospisileva, Ph.D.



	OP-Pospisilova.1
	OP-Pospisilova.2
	OP-Pospisilova.3
	OP-Pospisilova.4

