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VEC: Posudek diplomové price Be. Kamily Chramostové

Hlavnim tématem diplomového projektu Bc. Kamily Chramostové bylo vytvotreni modelového systému, ktery by
umoznil kvantitativni analyzu aktivity transkripéniho faktoru PU.1 na kooperativni regulaci cis-regulac¢nich
oblasti enhancerti sdruzovanych do tzv. superenhancerti v genech ovliviiovanych PU.1. Projekt vychazi a
inovativné rozviji dlouhodobé vyzkumné téma laboratote Skolitele zamétfené na vyznam transkripcniho faktoru
PU.1 v diferenciaci hematopoetickych progenitort.

Za ucelem studia autorka ptipravila a otestovala rozsahlou paletu 48 konstrukt obsahujicich pted reportérovym
genem pro luciferazu sekvence s proximalnimi promotory MMP9 a MPO v kombinaci s riznymi oblastmi jejich
distalnich enhancerti s vazebnymi misty transkripéniho faktoru PU.1 (a dalsich transkrip¢nich faktorti). Vybrané
konstrukty dale slouZily pro vyménu stfedné- a vysokoafinitnich vazebnych mist pro PU.1 v enhancerech MMP9
a MPO za predikovana nizkoafinitni mista z enhanceru CD14.

Vlastni prace v rozsahu 108 stran textu je ¢lenéna klasickym zptisobem. Teoreticky Givod na prvnich 33 stranach
doklada autorcinu schopnost orientace v tématu transkripcni regulace a diferenciace bunék hematopoetického
systému. Po cilech prace nasleduje 30 stranovy oddil shrnujici pouzité metody dominantn€ zaméfené na klonovaci
postupy s piipravou insertl a n€kolikastupniovou tvorbou vektorovych konstruktii, cilenou mutagenezi vazebnych
mist PU.1, transfekci pouzitych bunéénych linii, stanoveni luciferdzové aktivity a zakladni popis statistického
hodnoceni kvantifikace luciferazovych aktivit. Za slabinu, ktera ¢tenati zbyteéné ztéZuje orientaci v metodické
¢asti, povazuju absenci alespon kratkych popisti uvadéjicich smysl a vybér pouzitych metod (viz napf. nazvy
popsanych metod Vv kapitole 3.2.2.2; str. 41 a dale nebo str. 58). Vysledky dokumentuji postupnou piipravu
konstruktd, ktera je hlavni naplni predkladané prace. Piiprava téméf 50 reporterovych konstruktd s riznymi
kombinacemi promotori a enhancert ¢i jejich vyménou za nizkoafinitni vazebna mista pro PU.1 (z enhanceru
CD14) je tctyhodny poéin. Z tohoto aspektu nepovazuji za chybu ¢asteény piekryv vysledkové a metodické ¢asti,
av8ak za ne$tastné a ponékud nesmyslné pokladam zafazeni piedchozich vysledkd pracovni skupiny do
vysledkové ¢asti (str. 62 — 64 s Obr. 17 — 19) — jejich misto na konci tivodu pied ,,Cili prace” by bylo zcela

dustojné a spravné. Dalsi ¢ast kapitoly Vysledky shrnuje vysledky méfeni transkripéniho potenciadlu PU.1 na
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konstruovanych reportérovych systémech transfekovanych do PUER bunék a jejich interpretaci s ohledem na

miru exprese luciferazy.

Diskuse na péti stranach uvadi doposud zaznamenané vysledky do kontextu soucasnych znalosti regulace PU.1
v diferenciaci hematopoetickych progenitort krevnich elementt ovliviitovanych rozdilnymi koncentracemi PU.1.

Rozsahlému seznamu pievazné recentni literatury predchazi struény Souhrn.

K samotnému informaénimu obsahu prace nemam, krom vyse uvedenych poznamek, vyraznéjsich vyhrad. Od
ptredchozi verze prosla prace vyznamnym zlepSenim s opravami vétSiny pieklepti, gramatickych a stylistickych
chyb. Presto nékteré pasaze zlstavaji formulacné tézkopadné a tim obtizné Citelné. Napt. (str. 86):
,Pridani nasledujicich enhancera do vektoru obsahujiciho PP dale zvysilo aktivitu luciferazy:
Enhancer 0 (EO; +12,1; 12,9 kb) zvysoval 2,5x luciferazovou aktivitu oproti vektoru pCLuc MMP9
PP, Enhancer 1 (E1 +4,3; +5 kb) zvysoval 4x, Enhancer 2 (E2 -4,7; -5,5 kb) zvysoval 5x, Enhancer
4 (E4 -11,5; -12,3 kb) zvysoval 3,5x, Enhancer 9 (E9 -23,2; -23,8 kb) zvysoval 4,5x, Enhancer 11.2
(E11.2 -36,2; -36,8 kb) zvysoval 2x a Enhancer 12 (E12 -38; -38,7 kb) zvysoval 3,5x luciferazovou
aktivitu, vse v porovnani s hodnotou aktivace vektoru pCLuc MMP9 PP nesouciho MMP9
proximalni promotor pfi stiedni (granulocytarni) PU.1 koncentraci.*
Prehlednosti sdéleni rovnéZ neprospiva chaotické oznacovani analyzovanych sekvenci. Napi. enhancer 1
najdeme rovnéz pod oznacenim ,.,enhancer E1“ nebo ,,E1* nebo ,,enh 1 a to ¢asto v jediném odstavci (napf.
str. 84, posledni odstavec). Velmi bych rovnéz piivital psani ¢isel v fadu jednotek slovy a dodrzovani psani
kurzivy pro nazvy gentl, protoze v neékterych pasazich je nejasné, zda autorka hovoii o genu ¢i jeho proteinovém
produktu. Napt. (str. 95):

,,V kontrastu s velmi podrobné popsanymi mechanismy regulace PU.1....

Tyto (dominantné formalni) nedostatky poskozuji jinak zajimavou praci, ktera ma jisté potencial ptinést dalsi
hodnotné vysledky. Pfesto se domnivam, ze autorka splnila zadani diplomové prace, kterou timto doporucuji

k obhajobé.

Na autorku bych mél nékolik vécnych dotazi:

1. Dosazeni Stredni, resp. vysoké jaderné koncentrace fizniho proteinu PU.1s LBD ER je kritickym krokem
analyz s vytvofenymi konstrukty v modelovém systému PUER buné&k. Aktivita fizniho PU.1-ER je
regulovana mnozstvim tamoxXifenu. Piesto, Ze se jedna o standardni model, analyzovala nékdy autorka
skute¢né (nebo relativni) mnozstvi PU.1 po indukci tamoxifenem v jadie? Pro¢ jsou ,,vysoké“
koncentrace PU.1 docilovany rozdilnymi koncentracemi tamoxifenu (nékdy v koncentraci 2.5 nM, jindy
5.0 nM; Napt. Obr. 31 a 35)?



2. Nastr. 84 (posledni odstavec), kde jsou komentovany vysledky transaktivace riznych verzi syntetickych
enhancert MPO genu zobrazenych v Obr. 30 autorka uvadi:

,,Pridani Enhanceru 3 nebo Enhanceru 2-3 k pGL3 MPO PP3 E1.3 nevedlo k signifikantnimu zvyseni

aktivacniho potencialu, coz naznacuje, ze Enhancer 3 neni funkéni.

Z vysledkut (Obr. 30) vsak lze vycist, Ze v porovnani s konstruktem PP3 E1.3.1-E2 doslo

k markantnimu snizeni relativni luciferazové aktivity u PP3 E1.3.1-E3 a PP3 E1.3.1-E2-3. Jak by

autorka toto zjiSténi mohla interpretovat?

3. Nastr. 85 (2. odstavec) autorka uvadi:
,, Tato data prekvapivé ukazuji, ze samotné enhancery E1.3, E2 a E3 maji bez ptitomnosti
proximalniho promotoru jen velice maly aktiva¢ni potencial ...
A dale:
,, 10 naznacuje, ze oproti soucasnym paradigmatam, jez predpokladaji, ze enhancery jsou aktivni
samostatné a nezavisle na jejich pozici, tak nase data ukazuji, ze aktivita nékterych enhancera
samotnych je minimalni a projevi se pouze v piitomnosti proximalniho promotoru nebo dalsich
enhancera.*
Povazuje autorka aktivaci samotnych enhanceri bez ptitomnosti (resp. aktivity) proximalniho

promotoru za obvykly zplisob aktivace transkripce?

4. Nastr. 97 (2. odstavec) autorka uvadi:
,,Vysledky funkeniho testovani enhancerovych reportéra poukazuji na to, ze pro optimalni tkanove
specifickou expresi granulocytarnich gena MPO a MMP9 je nutna spoluprace mnohocetnych
enhanceru, které se pravdépodobné skladaji do superenhanceru. K aktivaci MPO a MMP9
enhanceri dochazi pouze ve stiedni koncentraci PU.1, jez indukuje granulocytarni diferenciaci, ale
nikoliv ve vysoké koncentraci, jez indukuje makrofagovou diferenciaci. Granulocytarni geny
zaroven nesou vysoko/stredné afinitni vazebna mista PU.1, coz vysvétluje, proé¢ jsou aktivovany
stiedni PU.1 koncentraci.*
S autorkou souhlasim V otazce aktivace MPO a MMP9 za ,,stfedni* koncentrace PU.1, le¢ se
domnivam, ze to nevysvétluje, pro¢ vysoka koncentrace PU.1 inhibuje expresi MPO a MMP9 geni

obsahujici zminovana vysoko/stredné afinitni vazebna mista pro PU.1, nebo se mylim?
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