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»Role transkripénich faktor(i PU.1 a GATA-1 v leukemické diferenciaci”

V popiedi zajmu pfedloZzené doktorské disertatni prace stoji klicové hematopoetické
transkripéni faktory PU.1 a GATA-1, scilem zjistit nové a prohloubit stavajici znalosti o
vzajemnych plsobenich obou faktorl na jejich regulaéni programy v hematopoéze leukémie.
Préce je ¢lenéna do 10 kapitol: Obecny Gvod, Specificky tvod k projektu, Cile, Material a metody,
Vysledky, Diskuse, Specifické zavéry, Souhrn, Doplfiujici data a Seznam literatury. Obecny tvod
popisuje Glohu obou transkrip&nich faktord v hematopoéze, dosud publikované znalosti o jejich
vzajemnych interakcich a podil jejich abnormalnich hladin na rozvoj leukémii. Dvé podkapitoly
jsou vénovany popisu struktury chromatinu a jeji modifikace, ktera zajiStuje funkci genomu.
Tyto dvé podkapitoly jsou dlleZité pro pochopeni popsaného konceptu terapie zaloZzené na
modulaci chromatinové struktury prostrednictvim PU.1 a GATA-1. Doktorand v této Gvodni &asti
prokazal vyraznou schopnost kvalitné zpracovat literarni reSerSi, o emz také svédgi
publikované review v prestiznim Casopisu Leukemia s IF 8.634, které v sob& nese 4 podkapitoly
z Obecného Gvodu disertacni prace.

Hlavni smér prace a specifické cile jsou definovany jasné. Jednotlivé vysledky odpovidaji

cilim prace. Veskeré experimenty byly provadény s pouzitim mysi bunééné linie MEL odvozené
z blastll akutni leukémie. Autor prace si osvojil celou fadu molekularné biologickych technik.
Pomoci kvantitativni chromatinové imunoprecipitace doktorand méfil spoluobsazovani PU.1 a
GATA-1 v blizkosti jejich vazebnych mist na vybranych cilovych genech. PouZival technologii
imunoblotl a prltokové cytometrie pro detekci bunéénych povrchovych markerd. Pro
komplexnost experimentl autor pouZil technologii umiéovani cilovych genl pomoci siRNA,
transfekci a reportérové funkéni analyzy. Vyzdvihla bych také kvalitni zpracovani rozsahlych dat
ziskanych z microarrayovych analyz.
Veskeré analyzy popsané v disertaéni praci, véetné zpracovanych vysledkd a diskuze autor
shrnuje do jedné publikace, ktera vysla v roce 2009 v Easopisu Molecular Cancer Research s IF
4.533, coz potvrzuje vysokou kvalitu zpracovani ziskanych vysledkl a jejich diskuzi. Vyhradu
mam k vysledkové &asti disertaéni prace, kde se pomérné asto v zavorce objevuje formulka:
,<data nejsou uvedena", identicky jako ve vySe zminéné publikaci. V disertani praci by méla byt
data, ktera jsou popsana a diskutovana, graficky &i jinou formou dokumentovana. Na rozdil od
odbornych ¢asopist nejsou pro zpracovani disertaéni prace stanoveny limity uréujici maximaini
mnozZstvi obrazkd, grafil a tabulek. Ctenafi disertatni prace tak ztraci moznost si vysledky
prohlédnout. Bylo by vhodné data kdisertaéni praci doplnit jako suplementarni material.
Vlegendé tabulky & 4 chybi vysvétleni k barevné oznatenym nukleotidim v sekvencich
uvedenych gent, coz by bylo vhodné doplnit.
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Cast Material a metody je popsana pomérné struéné. Nespatfuji nutnost v popisovéani
detaill, pokud existuji odkazy na literaturu, kde je metodika popsana podrobnéji, nicméné v této
¢asti chybi informace, které povazuji za dulezité v disertaéni praci uvést. Napfiklad:

1) V odstavci kvantitativni real-time PCR (strana 46) neni uveden vycet gend, které byly
kvantifikovany na Grovni DNA a mRNA, stejné jako neni kdispozici prehled pfislusnych
primerovych sekvenci, pfipadné TagMan préb, nebo odkaz na relevantni literarni zdroj. Neni
uvedeno, které geny byly kvantifikovany s pouzitim interkalaéniho barviva SYBR-Green, a které
s hydrolyzaénimi TagMan probami. Chybi popis reverzni transkripce a vyjadieni exprese mRNA.
2) Chybi, jaké housekeepingové geny byly pouzity pro kvantitativni real-time PCR (do&itame se
teprve ve vysledkové éasti), véetné popisu jejich vybéru, tj. viastni analyzy nebo literarni zdroje.
3) Neni uveden zdroj pouzitych buné€nych linii.

4) Neni popsan algoritmus pro shlukové analyzy vybranych expresnich profili (viz. obrazek 3).

Autor svou disertaéni praci navazal na préci laboratorni skupiny Doc. Toméase Stopky.
PU.1 na DNA vazebna mista cilovych genl transkripéniho faktoru GATA-1. Doktorand tento
mechanismus ve své praci potvrdil a pfispél novym védeckym poznatkem, Ze interakce GATA-1
s DNA vazebnych mistem PU.1 vede k inhibovani PU.1 cilovych gend v burikach MEL. Modelové v
burikach MEL prokazal, Ze manipulaci obou mechanismu Ize docilit diferenciace leukemickych
bunék. Tohoto poznatku by se vbudoucnu mohlo vyuZit v diferenciatni terapii leukémii
prostfednictvim cileného ovladani transkripénich faktorll GATA-1 a PU.1.

Na doktoranda mam nasledujici dotazy:

1) Ve vysledcich 5.1. ,Aktivace PUER zplsobuje ne-erytroidni diferenciaci MEL bunék” jsou
popsany vysledky morfologického hodnoceni bunék po PUER indukci (odkaz na obrazek 2 a S2).
V &asti material a metody neni metodika pro morfologické hodnoceni uvedena, je popsana
v legendé obrazku. Viextu neni nikde uvedeno, zda toto hodnoceni bylo provedeno ve
spolupréci s morfologem. Zajimalo by mé, zda student provedl hodnoceni sém nebo ve
spolupraci s morfologem.

2) Kvysledkiim 5.1.: Byla pro Uplnost experimentu méfena exprese genli ligam, Cd14, Mpo,
Cebpa a Cbib také v burikach MEL®ER a Nife2 a Zfom v buiikach MELPVER? Viysledky by mohly
potvrdit data z mikroarrayovych analyz viz.obrazek 3B.

3) V metodice je v &asti tykajici se pfechodné transfekce a reportérové analyzy uvedeno, Ze byla
subklonovana domnéld DNA vazebna mista GATA-1 v mysich genech Zfom1 a NFe2 a PU.1
vazebna mista v mySich genech Cbfb a Cebpa, véeiné jejich jejich mutovanych forem. Ve
vysledcich je dokumentovana analyza kvantitativni chromatinové imunoprecipicate pouze pro
mutovanou formu Cebpa. Byly mutované formy ostatnich genti v tomto experimentu méfeny?

4) Které geny byly kvantifikovany pomoci real-time PCR spouzitim SYBR-Green a které
s TagMan probami? Pro€ byly nékteré geny méfeny sinterkalaénim barvivem a nékteré
s hydrolyzaéni prébou?

5) Pisete, Ze pro zjisténi specifického PCR produktu byla provedena standardni analyza kfivky
teploty tani v piipadé pouziti SYBR-Green. Byla tato kontrolni analyza specificity PCR provedena
i pro primerové pary, které byly pouzity pro real-time PCR vyuZivajici TagMan préby?
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6) Uginnost individualnich siRNA v umli¢ovani cilenych gent dosti variruje. Casto je k Gginnému
umldovani vhodné pouzit smés siRNA. Z popisu v kapitole Material a metody vyplyva, Ze byla
pouzita vzdy jedna siRNA komplementarni ke GATA-1 nebo PU.1. Zajimalo by mé, jak byla
testovana G¢innost obou siRNA a s jakym vysledkem?

7) V podkapitole Vysledkd 5.5. ,Inhibice GATA-1 zplsobuje ne-erytroidni diferenciaci MEL
bunék a neovlivituje vazbu PU.1s Cepba a Cbib“ jsou popsany vysledky exprese Nfe2 a Zfimp1v
bufikdch MEL transfekovanych PU.1 siRNA. Byl tento experiment proveden také s bufkami
MELCER v pFitomnosti & absenci 17b-Estradiolu?

8) Pokusil byste se hypotetizovat, pro¢ nékteré transkripéni faktory, které ve své préci
popisujete, jsou nalézany u AML jako chiméry, pf. Cbfb/MYH11 nebo Runx1/MTG8
(AML1/ETO)?

9) Myslite si, ze GATA-1 a PU.1 mohou hrat roli v pfesmyku liniové fady tzv. ,lineage switch®,
ktery je pozorovan u nékterych pacientd s akutnimi leukemiemi a pfipadné jak?

Autor piedloZené disertacni prace prokézal schopnost samostatné védecké prace, prace
s literaturou a interpretace ziskanych dat. PfedloZzena prace splfiuje pozadavky jejiho zadani a
kvalitu dosaZenych vysledkli dokumentuji také dvé plvodni publikace v prestiZznich
zahraniénich éasopisech. Doporuduji k disertaéni praci dodat zpracovana data, ktera jsou v praci
popsana, ale chybi jejich graficka ¢€i jina dokumentace.

Praci doporucuji k obhajobé a po jejim tuspéSném obhéjeni doporucuji udélit Mgr.
Pavlu Burdovi akademicky titul ,,Doktor*.

V Praze dne 29.12.2010 Mgr. Katefina Machova Polakova, Ph.D.
y/
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