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Véc: Oponentsky posudek dizertaéni prace Mgr. Nikoly Cufika

Dizertaéni prace Mgr. Nikoly Cufika ,Transkripéni faktor PU.1 jako cil diferenciaéni
ferapie myelodisplastického syndromu 5-azacytidinem" vychazi z dlouhodobého
zaméreni Skolitelského pracovisté na studium patofyziologickych mechanismu vzniku
a rozvoje malignit hematopoetickeho systému. Pfedkladana prace je postavena na
vysoce aktualnich a racionalnich predpokladech dokazujicich vynikajici a Sirokou

orientaci v oboru:

1) MDS je heterogenni onemocnéni, zahrnujici podskupinu nemocnych s nepfiznivou
progndzou a casnou progresi do terapeuticky znacne rezistentni AML. MDS
charakierizuje porucha diferenciace krevnich elementi. Onemocnéni provazi

zvy3ena mira metylace genomove DNA.

2) PU.1 je dobfe charakterizovany TF, jehoZz exprese vyznamné moduluje

diferenciaci bunék hematopoetického systému.

3) AZA, je protinadorove chemoterapeutikum pouzivané od roku 2005 pro Ié¢bu
MDS. Mechanismus uéinku AZA neni presné charakterizovan. Kromé inhibice
syntezy DNA/RNA se AZA podili i na (de)metylaci DNA vazbou na DNMT1.

Cilem prace bylo zjistit, miru exprese PU.1 jako prognostického faktoru u pacientt
s MDS, urcit podil metylace URE PU.1 na expresi genu a v experimentalnich
modelech popsat vliv AZA na reindukci diferenciaéniho potencialu PU.1 u MDS.




Zakladem laboratorni préace byla Siroka paleta vhodn& zvolenych a bravurné
zvladnutych metod zahrnujicich vySetfeni genové exprese pomoci gPCR, analyzy
metylace CpG ostrovi (bisulfatova modifikace a sekvenovani) a chromatinové

struktury DNA (ChIP), WB, analyzy bunééného cyklu pomoci pritokové cytometrie.

PredloZeny text dizertacni prace ma klasické élenéni. Ctivé a fundované sestaveny
uvod je vhodné zvolenou pfedehrou pro jasné formulovanou hypotézu a ambiciézni
cile prace. Metodicka Cast detailn& popisuje zvolené postupy. Vysledkovy blok
v logickem sledu odpovida na otazky poloZené v cilech prace. Drobnou vytkou je
nesikovné zafazeni sumarniho panelu vysledkovych obrazk(i aZ za text pfislusné
kapitoly a do, na vysledkovou &ast navazujiciho, oddilu ,Doplfiujici vysledkové
obrazky (str. 81-87), kdy toto aranZma prace vyZaduje neustalé listovani textem. Na
vysledky navazuje hodnotna diskuse shrnujici nejen vysledky prace v kontextu
soucasnych poznatk(, komentarF ke klinické aplikaci nalezenych vztahd, ale i navrhy
na dalsi vyzkumne aktivity. Prace je zakonéena vystiznym shrnutim, do kterého by
bylo asi vhodné zakomponovat hodnotné publikaéni vystupy (jejichZ pfipojeni k praci

ve formé pfiloh by rovnéz bylo pfinosné).

Pripominky k praci:
Zasadni pfipominky nemam.

Prace obsahuje velmi malo nepfesnosti a chyb, které by rusily. Tradiéné je tieba

poukazat na néktera méné obratna vyjadieni:

(cela prace): vyhnul bych se opakovanému vyrazu ,hladina" PU.1

(s. 25): je nezbytné Zadat o ,laskavé svoleni“ reprodukovat tabulku z citované publikované prace
(jejiz nazev je v literature — str. 98 - zatajen)?

(s. 27). chybi vysvétleni zkratek HIC1, DCC, MYOD1, HOXAS5,..., michani synonym
zneprehlednuje text - p15/INK4b (str.26) vs. CDKN2B (str. 27).

(s. 41): Primery normalizaénich (host-keeping) genti - asi Iépe a jednoduseji referenénich gen

(s Specificita — specificnost

Gel byl vynadan z pouzdra...

. 43):
(s. 54). K-primery — K-means
(s. 55):

. 58):

(s genomicka DNA
(s.86): ...p21, ktery-funguje jako tumor-potlacujici gen schopny zastavit bunéény cyklus.

(s. 73): neapoptizujici bunky




Na autora bych mél nékolik doplnujicich otazek:

1.

Zaveér:

Pro¢ buriky linie OCI-M2 vykazuji vysokou miru rezistence na plsobeni AZA
ve vy88ich koncentracich (10 a 20 uM) ve srovnani s burikami linie SKM-1
(str. 52, Obr. 7)? Je toto nejasné uvedenym ,dlvodem®, ktery se podilel na

provedeni ChIP experimentu jen u OCI-M2 (str. 70)?

Je znam mechanismus, jakym plsobi AZA na modifikaci acetylace histon(
(str. 72)7?

Je schopno zvySeni exprese PU.1 po aplikaci AZA u mysi URE"
zabranit/oddalit vznik AML (str. 80)?

V praci bylo zji$téno, Ze exprese p21*¥" je zvySena po indukci AZA v burikach
linie OCI-M2 i SKM-1 (str. 87). Vyznamné zvySeni miry exprese p21*2" véak
bylo pozorovatelné predevsim u linie OCI-M2. Nepodili se na 6-nasobném
rozdilu v expresi p21*@" po indukci AZA delece wt p53 v buitkach SKM-1
(Nakagawa et al. Leuk Lymphoma Leuk Lymphoma. 1995 Apr;17(3-4):335-9)7?

Predkladana prace Mgr. Nikoly Cufika zejména z odborného hlediska prevysuje

bézné standardy. Velmi kladné hodnotim nejen samotnou kvalitu prace

naznacujici védeckou vyzralost autora, ale i odbornost a pfistup Skoliciho

pracovisté. Dosazené vysledky jsou originalni, spravné a koherentné

interpretované, vyrazné prispivajici k dalSimu rozvoji vyzkumu v dané oblasti a

nadto maji jasny klinicky potencial.

Na zakladé vyse uvedeného proto doporuéuji praci Mgr. Nikoly Cuiika k

obhajobé s naslednym udélenim titulu Ph.D. uvadénym za jménem.
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