Ustav molekularni genetiky AV CR, v.v.i.

Posudek disertacni prace Mgr. Pavla Burdy

» Lhe role of transcription factors PU.1 and GATA-1 during leukemia differentiation*

Diserta¢ni prace Mgr. Pavla Burdy je napsana na zaklad® dvou tzv. prvoautorovych &lanki — jedné
publikace s experimentéalnimi vysledky a ptehledném ¢lanku zamé&feném na vzajemné plisobeni transkripénich
faktort PU.1 a GATA-1. Oba ¢lanky byly publikovany v kvalitnich mezinarodnich védeckych &asopisech.

Jako experimentélni systém autor disertace pouzil mysi leukemické butiky MEL produkujici fiizni
proteiny sloZené z transkripéniho faktoru PU.1 (nebo GATA-1) a domény lidského estrogenového receptoru
vazajici ligand. Pfidanim estradiolu do kultivaéniho média dochdzi kuvolnéni fizniho proteinu
(pojmenovaného PUER nebo GER) zcytoplasmy do jadra bunék a aktivaci ,,programu“ fizeného danym
transkripénim faktorem. P. Burda pak pomoci tzv. expresniho profilovani identifikoval zmény v buiikich MEL
iniciované piisluSnym transgenem. Na vybranych genech - ,,zastupcich“ lymfoidni nebo erytroidni diferenciace
leukemickych bunék - se pak pokusil vysvétlit mechanismus vzdjemného piisobeni vySe uvedenych faktort.

Prace je Clenéna ,klasickym* zplisobem na literarni uvod, metody, vysledky, diskusi a zavér. Text je
psan dobrou angli¢tinou, nicméné po formalni strance mu lze vytknout fadu nedostatkti, které znaéné ovliviiuji
srozumitelnost textu pfi ,,prvnim ¢teni®, a to zejména pokud &tenaf neni s problematikou uvedenou v disertaci

JiZ obeznamen.

Nize uvadim nekolik pfikladl formalnich chyb, které jsem v textu disertace nalezl:

(a) P. Burda si patrn€ neujasnil, jakym zplisobem se ve védeckém textu pouZivaji zkratky. Ty se v textu objevuji
znacn€ nahodile bez pfedem danych pravidel. Autor disertace nerespektuje zvyklost, Ze pii prvnim pouZiti se
dany termin uvede v plné podobé s piisluSnou zkratkou v zévorce. Zkratky opakovang uZivané by pak mély byt
uvedeny v seznamu zkratek v iivodu textu. Nejéast&jsi chyby: (al) Nejprve je pouzit zkraceny nézev (napf.
genu, proteinu), ktery je vysvétlen (i s pfislusnou zkratkou v zavorce) aZ o fadu stranek déle. Napiiklad nazev
genu NFE2 je pouZit poprvé na stran€ 19 (v nasledujici v&t& je uvedena jind ,,varianta nazvu: NF-E2), plny
nazev i se zkratkou v zavorce na stran€ 41; zkratka FOG-1 je uZita na strang 25, plné jméno genu je uvedeno na
strané 42; pismeno ,,E“ v obréazcich indikuje kultivaci buné&k s estradiolem — prvni ,,vyskyt“ jsem zaznamenal jiz
v obrazku 1 na str. 50, symbol je vysvétlen aZ v legend& obrazku 4 na strané 60; zkratky PUER a GER jsou
opakovang pouZity ve specifickych cilech a metodach (str. 44 respektive 45), termin PUER je pak vysvétlen ve
vysledcich (str. 49). Objasnéni terminu GER je v podstaté omezeno na seznam zkratek, i kdyz uznavam, e
vétSina davtipngjSich Ctenafli si vyznam této zkratky sama odvodi. (a2) Termin je nejprve pouzivan

v nezkracené podobg a piislusnd zkratka ,,se objevi“ (a je dale pouZivana) aZ pii dal§im pouZiti nezkraceného
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terminu na jiné misté textu: str 16 — ,,...upstream of the PU.1 transcription start site in mouse...“, sir. 56 —
»--.10 kb downstream, relative to transcription start site (TSS)...”. (a3) Stejna zkratka je pouzita pro rizné (i
kdyZ piibuzné) terminy: str. 46 - ,,...quantitative real-time PCR (qPCR)...*; str. 49 - ,,...quantitative reverse
transcription polymerase reaction (qQPCR)...*“. (a4) Pro retinoblastomovy protein jsou nezavisle pouZivany dvé
rizné zkratky: RB (str. 19) nebo pRb (str. 22). (a5) Né&které zkratky nejsou vibec vysvétleny: ChIP-chip,
HMBA; a naopak nékteré zkratky jsou vysvétlovany opakované: napif standard error (SE). (a6) Nékde je
nejprve uvedena zkratka a teprve za ni nezkraceny vyraz: str. 15 - ,,.... URE, upstream regulatory element...*.
(a7) Symbol oznacujici genotyp mysi je uvadén ve dvou riznych formatech napf.: str. 16: PU.I-/-; ale na str.

28: SatbI1™.

Dal3i drobné nepfesnosti a nedostatky:

(b) Casté pouzivani pienesenych vyrazii, a to bez uvozovek napf.: signature (ve smyslu skupina geni,
regulovanych danym transkriptnim faktorem); leukemic blockade (hromadéni nediferencovanych bunék u
riznych typh leukémii); primary determinants (transkrip&ni faktory rozhodujici o osudu buiiky).

(c) Doména PEST neni protein interakéni doména (uvedeno na str. 14), ale sekvence ovliviiujici stabilitu
proteinu.

(d) Protein p21 neni kindzou aktivovanou cykliny (CDK; str. 39), ale inhibitorem komplexu cyklin/CDK
(spravna funkce p21 je zminéna v diskusi, str. 68).

(e) Vtextu je pouZita fada anglickych terminii, které se v b&zné ,,védecké® angli¢ting v daném kontextu
nepouzivaji. Napf. str. 44: ,,...to determine specific changes in chromatin structure near PU.1 target genes...“
piislovce ,,near”, které md patrné naznaCovat, Ze analyza byla provedena v transkribovanych oblastech genti a
jejich regulacénich oblastech je nevhodné - autor uvadi tento vyraz na fadé mist disertace; str. 70: ,,...ChIP
performed at relatively large portion of the ZfpmI gene...“. Co je ,relativné velka ast genu Zfpm1”? Tento typ
,»piibliZznych termint spolehliveé vyvola kritiku vé&tSiny oponentt.

(f) Koncentrace estradiolu (10”7 M) je opakovand uvadéna pouze jako &islo (107) bez piisluiné jednotky (tj.
molarity, symbol ,,M*; str. 65, 75 atd.).

(g) V ¢&asti tvodu popisujici strukturu chromatinu (str. 32 a 33) neni ani jedna citace zdrojového ¢lanku.

Poznamky k metodické ¢asti:

(h) RNA byla patrné izolovdna modifikovanou metodou s pouZitim reagencie TRIZOL a nikoliv modifikovanou
reagencii jak je uvedeno v metodach (str. 45).

(1) Popis chromatinové precipitace (ChIP) je zcela ,,vagni: ,,...Subsequently, cells were lysed by a set of lysis
buffers...,...nuclei were resuspended in 2 ml of low-salt buffer...* (str. 46). Pokud neni uvedeno sloZeni pufrd,

postup by mé&l minimalné& obsahovat citaci ¢lanku, kde je metoda podrobn& popsana.
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() V metodach v podstaté chybi postup kvantitativni RT-PCR (qRT-PCR) ackoliv se na tento pbstup autor
odkazuje, a to v n€ékolika legendach k obrazkim.

(k) Nejsou uvedeny sekvence primert pouzitych pro qRT-PCR a ChIP.

K vlastnimu obsahu disertace mam tyto dotazy a komentare:

(1) Prvi cil disertace (str. 41): ,,To define novel concepts of cellular reprogramming by manipulating gene
expression using differentiation therapy in hematopoietic malignancies especially acute leukemia® se jevi
natolik vzdaleny od vlastniho obsahu disertace (téma neni v podstaté ani soucasti diskuse), Ze je moZné ho
z textu zcela vyjmout.

(2) Diskuse nema charakter diskuse. SpiSe se jedna o struéné shrnuti vysledkf a uvodu.

(3) Pokud aktivace transgennich proteinti PUER a GER indukuje proliferaéni blok bunék MEL, jak je moZné
pfipravit stabilni linii t&chto bunék konstitutivné exprimujicich cDNA kodujici gen PU.1 (Results, str. 49)?

(4) Je exprese transgenu PUER v buitkach MEL srovnateln s hladinou produkce endogenniho genu PU.1?

(5) Pokud je tato exprese mnohonasobné vys$i, je model transgennich MEL bunék relevantni vzhledem ke
studiu lidskych leukémii?

(6) Pro represi transkripce zprostfedkovanou faktorem PU.1 je potiebny retinoblastomovy protein (RB). Byly
sledovany mutace v tomto genu v riznych typech leukémii? Maji leukémie po ztraté RB uréity (typicky)
fenotyp?

(7) Zmény exprese genii vbuikich MEL byly sledovany ve dvouhodinovych intervalech po aktivaci
transgennich proteind. Je z takto podrobného pokusu mozné uginit zavér o ,,vlnach* exprese rtiznych skupin
genl souvisejicich s diferenciaci leukemickych buné&k (napf. exprese genu Mpo byla zvySena pouze dodasné a
po 16 hodinach od zahéjeni aktivace opét poklesla; obr. 1, str. 50).

(8) Co bylo kritériem pro zafazeni genu do skupiny pro tzv. erythroid program (obr. 1, str. 50; obr. 3, str. 54
atd.)? Z obrazku 3 (str. 54) je patrné, Ze ne vSechny tyto ,.erytroidni“ geny byly inhibovany faktorem PU.1. O
jaké geny se jednalo?

(9) Zmény v arovni exprese genil byly zjistény Eipovou analyzou. U kolika genti byla tiroven exprese ovéfena
pomoci gRT-PCR? Které geny byly maximalné aktivovany a které naopak inhibovény? Z vysledka je ziejmé,
Ze v nékterych pfipadech se jednalo aZ o stondsobné zvySenou expresi nebo vice neZ destindsobné sniZeni
urovné produkce piislusné mRNA.

(10) Pro tzv. reportérové testy byl pouZit vektor pGL3 basic od firmy Promega. Tento vektor obsahuje pouze
reportérovy gen (luciferdzu) bez promotoru. Jak autor prace zajistil expresi luciferdzy, a to pouze
prostfednictvim enhancerovych elementi (sekvenénich motivli), které se nachazi stovky aZ tisice bazi od
transkrip&nich po¢atki studovanych genti a patrné tak neobsahuji sekvenci tzv. minimalniho promotoru?

(11) Vysledky luciferazovych reportérovych testll jsou prezentovany bez normalizace. Byla vnitini normalizace

téchto test provadéna? Pokud ano, jakym zptisobem?
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(12) Z&kladnim diikazem ,,pfitomnosti“ dvou transkrip&nich faktori na témZe tiseku DNA je tzv. sekvenéni
ChIP s pouzitim protilatek specificky reagujicich s danymi faktory. Provedl autor disertace sekvencni ChIP

s protilatkamy proti proteinim PU.1 a GATA-1?

Zaver:
Celkové hodnotim - i pfes drobné formalni a obsahové nedostatky - disertaéni praci Mgr. Pavla Burdy
jako velmi dobrou a doporucuji ji k obhajob& ve studijnim programu fyziologie a patofyziologie Glovéka.

Autorovi pak preji mnoho uspéchti pracovnich i Zivotnich.

V Praze dne 20.12. 2010 1 |
RNDr. Vladimir Kofinek, CSc.
Oddéleni bunécné a vyvojové biologie
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