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Oponentsky posudek

disertadni prace MUDr. Markéty Zaliové

Disertaéni prace MUDr. Markéty Zaliové s nazvem "Studium fuznich genti TEL/AML1, BCR/ABL a
TEL/ABL u détskych akutnich lymfoblastickych leukémii" je rozdélena do dvou Casti: Casti teoretické a
Casti tvofené vlozenymi reprinty publikaci autorky a ¢lank v recenznim Fizeni. Obsahuje 156 stran
textu, pfitemz prilozené publikace nejsou é&islovany. Cislované strany jsou &lenény do 7 oddilGi dle
zvyklého schematu: uvod, Cile a vysledky, Zavér a diskuze, Pfehled publikaci, abstrakt a pfednasek,
Seznam pouzitych zkratek a Pouzita literatura. Za oddil Cile a vysledky jsou v¢lenény: 3 reprinty jiz
publikovanych praci (prvni autorstvi 1x, spoluautorstvi 2x) a text tfi dalSich praci, které jsou v
recenznim fizeni {prvni autorstvi 2x, spoluautorstvi 1x). Pfilozené prace Uuzce souviseji s
problematikou disertace a shrnuji vysledky prace autorky. Ve vSech pfipadech se jedna se o puvodni
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 vycCet 4 publikovanych abstrakt ze zahraniCnich konferenci a 6 prednasek. V
zavéru je uveden na 34 stranach velmi rozsahly seznam pouzité literatury: 397 publikaci naSich i

zahranicnich autortl, vSechny prace se zabyvaji problematikou akutni leukémie.

Prace autorky se zaméfuje na studium biologickych a klinickych aspektt fuznich gent TEL/AMLA1,
BCR/ABL a TEL/ABL a jimi vymezenych genotypovych podskupin B-prekurzorovych détskych

lymfoblastickych leukémii.



V Uvodni ¢asti jsou stru€né shrnuty souasné poznatky o akutni lymfoblastické leukémii (ALL) u déti.
Autorka podava prehled o soucasnych znalostech problematiky dvou vyznamnych faznich genu:
TEL/AML1 a BCR/ABL, a jednoho vzacné se vyskytujiciho fuzniho genu: TEL/ABL. Pfitomnost téchto
faznich gend ma vyznamny dopad na prognézu ALL u déti. Autorka prehledné uvadi molekularni

podstatu fuznich genu, zakladni aspekty jejich vlivu na etiopatogenezi leukémie.

Vlastni prace je zamérena na nékolik specifickych témat:

1) ium fuznih nu TEL/AMLA1

a) hledani pfimych cild TEL/AML1 analyzou expresniho profilu TEL/AML1 pozitivni
leukemické linie ovlivnéné inhibitorem decetylaz histond (HIDACI) valproatem (VPA),
porovnavanim jeho efektu na TEL/AML 1 pozitivni a TEL/AML1 negativni leukemické linie
REH

b) zkoumani role fuzniho genu v leukemickych burfkach pro udrzeni jejich maligniho
potencialu, dopad umli€eni pomoci RNAI

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

d) analyzu variantnich fuznich genu

Struéné shrnuti vysledk

1a) Na rozdil od TEL/AML1 negativnich linii vedla aplikace VPA u TEL/AML1 pozitivni linie ke
zménam imunofenotypovych marker( odpovidajicim mirnému diferenciaénimu posunu a k zastavé

buné&ného cyklu v G1/GO0 fazi. Analyza zmén exprese vyvolané aplikaci VPA u TEL/AML1 pozitivni
linie pomoci DNA ¢ipu byla cilena na soubor gen0, u nichZz byla v dostupnych expresnich profilech
détskych ALL nalezena specificky niz§i exprese u TEL/AML1 pozitivni podskupiny a u nichz se
zaroven exprese u TEL/AMLA1 pozitivnich ALL vyznamné neliSila od studované linie REH. Byly
identifikovany geny, jejichz 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 genu se znamou roli v regulaci bunééného cyklu: Juno , ACK1 , PDGFRB a TCV4.
Prezentovana data podporuji hypotézu, ze HDACI ovliviuji TEL/AML 1 pozitivni burky pFfimou
interakci s fuznim proteinem a Zze podani HDACi se mlzZe uvolnit aberantni transkripéni aktivita

zplsobenou chimérickym transkripénim faktorem.

Autorka rovnéz prokazala, ze ztrata centralni oblasti pro leukemogenni funkci TEL/AML 1 kédované
exonem 5 genu TEL ve vlastni vytvofené modelové reportérové eseji nevedla k oslabeni transkripéné
represivni schopnosti fuzniho proteinu TEL/AML1 a Ze tato oblast, ackoliv je dudlezita pro vyvoj
(pre)leukemického klonu, je pro perzistenci leukémie postradatelna a neni tedy vhodnym cilem pro
geneticky specifickou |é¢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/AML 1 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 hrat roli v patogenezi téchto leukémii jako jeden z kooperujicich zasaht
vedoucich ke vzniku TEL/AML 1 pozitivnich leukémii. Na TEL/AML1 zfejmé nezavisla nadprodukce

microRNA 125b2 udili hematopoetické burice rezistenci k signalim inhibujicim rast.

1c) Ve skupiné 71 TEL/AML1 pozitivnich ALL byly objeveny dva pfipady s variantnim fuznim genem
TEL/AML1. U obou pfipadl doSlo nasledkem raritniho zlomu genu TEL v intronu 4 k vytvofen i
variantni fuze a k expresi variantniho transkriptu, ktery na rozdil od typického fuzniho transkriptu
TEL/AML1 neobsahuje exon 5 genu TEL, coz bylo pficinou faleSné 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

Dulezitym vysledkem vyzkumu autorky v oblasti sledovani MRN je zjiSténi, Ze oproti dosud pouzivané
standardni metodé zaloZzené na detekci imunoreceptorovych cill umoZznuje monitorovani MRN
pomoci detekce fuzniho transkriptu BCR/ABL Iépe a dfive identifikovat pacienty se zvySenym rizikem
relapsu i v pribéhu dlouhodobého sledovani. Zavéry jsou vysledkem vySetfeni 218 vzork( kostni
direné od 17 détskych pacientd s BCR/ABL pozitivni ALL. Jde o situaci odliSnou od TEL/AML1
pozitivnich leukémii, kde MRN zalozena na detekci fuzniho transkriptu pfinasi prakticky totoZznou
informaci jako standardné méfend MRN. Tento poznatek je velmi dulezity pro vyvoj metodiky
sledovani MRN.

3) Autorka prokazala, 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:
CDKN2NCDKNZ2B. Z pohledu klinického je dle autortt vhodné pohlizet na TEL/ABL pozitivni ALL jako
na onemocnéni se Spatnou prognézou, podobné jako na BCR/ABL pozitivnich ALL vzhledem k jejich

podobné biologické podstaté.

Téma predlozené dizertacni prace je vysoce aktualni a dulezité. Jednim z cild sou¢asného vyzkumu je
bliz§i analyza podstaty klonalni proliferace malignich bunék a nalezen i vhodnych prognostickych
znakd. Objev fuzniho genu TEL/AML1 u détskych leukémii poskytl novy pohled na etiopatogenezi
nékterych typu leukémie u déti. Vyzkum tohoto fuzniho genu pfinesl mnoho poznatkd o molekularnim
mechanizmu funkce TEL/AML1 a jeho roli pfi vzniku leukémii. Nékteré otazky vSak dosud nebyly zcela

uspokojivé zodpovézeny. Dil¢imi vysledky prace pfispéla autorka do mozaiky znalosti v této oblasti.

Vyrazné pokroky v léCbé a progndze détské akutni lymfoblastické leukémie vedly ke snaze zajistit
intenzivnéjsi 1écbu pacientd s vysokym rizikem relapsu. Jednou z nejdllezitéjSich metod
k objektivizaci IéCebné odpovédi je dnes bezesporu sledovani minimalni rezidualni nemoci (MRN),
které je nedilnou soucasti modernich protokoll pro IéCbu détskych leukémii a ma pfedevsSim znacny
prognosticky vyznam. Vybéru co nejpfesnéjSich metod vySetfeni a hlavné vybéru jednotlivych cilt 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 IéCby a
senzitivity pouzitého testu. | v této oblasti autorka ve své praci pfinasi nové dllezité a prioritni

poznatky, které jsou pfinosné pro klinickou praxi.



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

hlavné pro vybér nejvhodnéjSiho Ié€ebného pfistupu.

Autorka prace je aktivni Clenkou 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 Sirokou $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 kvalité
svédci publikace v impaktovanych Casopisech. Vysledky prace jsou z mnoha pohledud velmi zajimavé

a jsou jedno znacné pfinosem pro soucasnou praxi oboru.

Nevyznamné vyhrady lze mit k minimalnim drobnym chybam v tex tu. V teoretickém uvodu chybi
prehlednéjsi specifikace cill prace, coz trochu ztézuje orientaci v textu. Pfinosem by bylo vice tabulek

a vysvétlujicich schémat ¢i obrazkl v teoretické ¢asti.

Autorky se dotazuji na nasledujici:

1. Ackoliv jsou lymfoblastické leukémie u déti s pritomnosti fuzniho genu TEL/AML1 povazovany za
prognosticky velmi pfFiznivé, je u tohoto typu leukémie stale popisovano vyssi procento pozdnich
relapst. Jednou z pfi¢in mlze byt koexistence subklonl s pFidatnymi chromozomalnimi
abnormalitami. Zabyvala se autorka prfitomnosti jinych molekularné-genetickych marker(

negativné ovliviujicich prognézu téchto leukémii?

2. Bylo zjisténo, ze fuze ETV6-RUNX 1 mulze vést k deregulaci receptoru pro erytropoetin. Setkala se
autorka s touto deregulaci v pribéhu vyzkumu v oblasti TEL/AM L1 pozitivnich leukémii? Pokud
ano, muze mit degulace tohoto receptoru pro dllezity hematopoeticky rdstovy faktor vliv na

leukemogenezi?

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

Disertaéni prace MUDr. Markéty Zaliové jednoznaéné spliiuje vSechna kritéria pro uspésné
obhajeni prace a udéleni akademického titulu Ph.D. dle§ 47 Zakona o vysokych Skolach ¢.111/98
Sb. Doporucuji udéleni titulu.

V Olomouci 7.6.2010

Doc. MUDr. Dagmar Pospisilova, Ph.D.



