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Oponentsky posudek na disertacni praci

MUDr. Juliuse Lukese

»ldentification and characterization of genetic aberrations in acute childhood leukemia“

Predlozend disertacni prace se zabyva podrobnym molekuldrnim vySetfenim a rozsahlymi experimenty u dvou
pripadu pediatrickych pacientd trpicich hematologickymi onemocnénimi. V jednom pripadé se jednalo o
novorozence s pfechodnym myeloproliferativnim onemocnénim (TMD) a ve druhém pfipadé se jednalo o dité
s diagndzou ETV6/ABL1 pozitivni akutni lymfoblasticka leukémie (ALL).

Prace je psana v anglickém jazyce a je ¢lenéna do sedmi ¢asti: Abstrakt, Literarni prehled, Cile disertacni

prace, Vysledky, Diskuse, Zavéry a Seznam literatury. Pridce je navic opatfena popisem role Ph.D. studenta
v popsanych projektech, respektive cilech disertacni prace, pfislusSnym prohldsenim autora, seznamem pouzitych
zkratek, seznamem publikaci a prezentaci studenta, a tfemi pfilohami, kterymi jsou dva ¢lanky v ¢asopisech s IF
(Letter to the Editor, Leukemia IF 9,94; Original article, Genes Chromosomes Cancer IF 3,36) a jednim rukopisem,
ktery je v recenznim fizeni v odborném casopise, jejichz je student prvnim autorem.
Ponékud matouci je, ze v uvedeném vyctu cilt prace je popsan cil ¢. 3 (str. 45 ,, To investigate the feasibility of
genomic fusion identification and subsequent fusion-gene based MRD monitoring in patients harbouring PML-
RARA, CBFB-MYH11 or RUNX1-RUNX1T1"), u kterého je napsano, ze vysledky nejsou v disertacni praci diskutovany
(rukopis je v recenznim Fizeni). Avsak v kapitole ,Conclusions” na str. 103 autor kratce shrnuje klicové vystupy z
tohoto projektu, které viak ve vysledkové casti a diskusi nejsou popsany. Vysledky jsou dohledatelné v textu
rukopisu, ktery je k disertacni préci pfilozen jako priloha 3. Neni tedy zfejmé, zda tento cil byl soucasti disertacni
prace studenta, ¢i nikoliv a student pracoval na projektu v ramci svého tvazku na pracovisti. Praci na tomto cili
proto nebudu hodnotit.

Literarni prehled je zpracovan velmi kvalitné a edukativni formou podavé aktudini prehled o détskych
akutnich leukémiich se zaméfenim na jejich genetické aberace a poskozené signdini drdhy hematopoézy. Metody
jsou popsany struéné a vystiing, coz zcela postacuje, protoze podrobnosti Ize nalézt v prilozenych ¢lancich. Snad
jenv pripadé bioinformatickych analyz bych uvitala blizsi popis prace s daty z celoexomového a transkriptomového

sekvenovani, jelikoZ se jednd o dosti narocné analyzy, které jesté nelze povazovat za bézné.
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Vysledky, diskuse a zavér jsou psdny sviznou formou, coz ¢étendfi umoznuje se v problematice dobfe orientovat.
K formalni strdnce prace mohu konstatovat, Ze je zpracovana kvalitné.

Dosazené vysledky disertaéni préce povaZuji za velmi dulezité, jelikoZ odhaluji a popisuji zcela nové
genetické aberace ve spojitosti s obéma vySe uvedenymi diagndzami. Metody a postupy, které student a kolektiv
autord poutzili k analyzam, jsou vysoce aktudlni a vhodné zvolené pro komplexni provedeni analyz. Vyzdvihla bych
snahu najit a ustanovit vhodny in vitro model pro studium efektu nové popsané delece transkripéniho faktoru
GATA1 D65_C228del na megakaryocytarni a erytroidni diferenciaci. Rovnéz bych vyzdvihla in vitro experiment
s fetdInimi jaternimi burfikami mysiho modelu simulujiciho na trisomii 21 nezavislou TMD pro studium funkéniho
vztahu mezi JAK1 F636del a zkrdcené formy GATA1s, kterou MUDr. Luke$ provedl béhem své pracovni staze na
zahrani¢nim pracovisti.

Prace pfinasi zcela nové informace o genetickych aberacich 2 pfipadli onemocnéni, coz je dileZité pro Iékafskou
praxi s ohledem na precizni diagnostiku a lé¢bu, ale rovnéZ pfispivd k dalSimu porozuméni molekuldrnich
mechanisma, které jsou zodpovédné za klinicky projev obou onemocnéni jinak spjatych s obvyklymi a dobfte

popsanymi aberacemi.
V disertacni préci bych vytkla nasledujici:

1) U projektu fediciho pfipad novorozence s TMD chybi v metodéach & vysledcich zdkladni charakteristika

novorozeneckého pacienta (tyden porodu, klinicky obraz, apod.).

2) Na strané 83 autor popisuje profilovani genové exprese leukemickych blastd v kohorté 108 pacientl s B-other
BCP-ALL a hierarchické klastrovani, které ukazalo, Ze studovany pacient s flizi ETV6/ABL1 se nachazi v klastru BCR-
ABL1 like ALL. V metodéch neni analyza popsana, neni k dispozici charakteristika pacientli, nebo neni na analyzy
odkazovano. Zda se, ze analyzy byly provedeny na pracovisti v ramci jiného projektu a data byla v disertaéni praci

pouZita pro charakteristiku studované kazuistiky. V kazdém pfipadé chybi informace, jak byla tato data ziskana.
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3) Na strané 84 je odkaz na obrazky souvisejici s detekovanou deleci v IKZF1 a CDKN2A/B jako sekundérnimi
udélostmi u studovaného pfipadu pacientas ETV6/ABL1 pozitivni ALL. | v pfipadé téchto analyz chybi v praci popis
analytického pfistupu detekce deleci v genech kddujicich oba proteiny anebo chybi odkaz na praci ¢i popis, jakym

zplisobem student vysledek ziskal.

4) Na str. 90 je poskytnuty obréazek (€. 36) elektroforetogramu detekce fuzniho genu ETV6/ABL1 pfi zpétném
stopovani prestavby analyzou Guthrieho karet. Pozitivni kontroly ukazuji pozice 8-12 (koncentrace 0,005 %) a 13-
17 (koncentrace 0,001 %). K interpretaci vysledku postradam vysvétleni, pro¢ byl PCR produkt detekovan pouze
jednou v pripadé pozitivni kontroly 0,005 % v pozici 12 a dvakrat v pripadé kontroly 0,001 % v pozicich 13 a 17.
Pfedpokladam, Ze je to z toho dlvodu, Ze se jedna o slabé pozitivni kontroly a Ze je tedy otdzkou nahody, zda se
v nékterém z opakovani PCR produkt namnozi v detekovatelném mnozstvi. Proto se dd obrdzek interpretovat tak,
ze pozitivni PCR jednoho vzorku ze sedmi vzork(i Guthrieho karty je dostatecné priikazné pro potvrzeni pfitomnosti
flze v neonatéinim véku jedince. Pokud je tomu tak nebo je vysvétleni jiné, je zapotrebi takto ziskany vysledek

popsat. Ctenar bude intuitivné ocekdavat detekovany PCR produkt u viech pozitivnich kontrol.

5) Na strané 82 jsou v textu odkazovény obrazky 33 a 34 dfive nez obrazek 32.

Na studenta mam nasledujici dotazy:

1) V disertacni praci se nepodafrilo ukdzat, Ze delece GATA1 D35_C228del ovliviiuje krvetvorbu plodu zdvaznéji nez
GATA1s, a proto mUze vyustit v projev TMD bez pfitomnosti trisomie 21. Jaky model byste potieboval k tomu,
abyste tuto hypotézu mohl potvrdit? Na zahranicnim pracovisti jste pracoval s CRISPR-Cas9 upravenymi fetalnimi
jaternimi burikami mysiho embrya imitujicimi na trisomii 21 nezdvislou TMD pro studium funkéniho vztahu mezi
deleci F636 v JAK1 a zkrdcenou formou GATA1s. Bylo by technicky mozné editovat model nesouci formu GATA1

D35_C228del?
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2) B&hem krvetvorby se transkripéni faktor GATA1 v rdmci protein-protein interakce reguluje s transkripénim
faktorem PU.1. Je zndmé, zda dochazi k interakci mezi GATA1s a PU.1 a jaky je pfipadny vliv na diferenciaci
myeloidni fady u TMD? Pfedpokladate, Ze Vami nové zjisténd varianta proteinu GATA1 D35_C228del mize s PU.1

u TMD interagovat?

3) Pacient, u kterého byly zjistény 3 flze ETV6/ABL1, AIF1L/ETV6 a ABL1/AIF1L, je dle expresniho profilovani gend
v klastru pacientd s BCR-ABL1-like ALL. Dle dalsich vysledkl je vedle ETV6/ABL1 filzniho proteinu funkéni i
AIF1L/ETV6. Domnivéte se, Ze k BCR-ABL1-like profilu muazZe pfispét i funkce AIF1L/ETV6? Jakou roli byste tomuto

chimérickému proteinu spise prisuzoval?

4) Jak jsou vyuZitelné nové ziskané poznatky této disertacni prace v lékarské praxi?

Zavér:
PiedloZend prace jednoznaéné splfiuje naroky na disertacni praci a prokazuje predpoklady autora k samostatné
védecké préci, ¢eho? jsou dikazem pfilozené publikace vysoké kvality a seznam dalSich publikaci a prezentaci,

jejichz je MUDr. Lukes hlavni autor nebo spoluautor.

Po Uspésném obhajeni disertacni prace doporucuji udélit MUDr. J. LukeSovi titul Ph.D.

V Praze dne 24.8.2020 doc. Mgr. Katefina Machova Polakova, Ph.D.
vedouci Oddéleni molekuldrni genetiky
E-mail: katerina.machova@uhkt.cz

tel.: 221 977 305
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