Oponentsky posudek na disertacni praci ing. Lubice Ondrusové:
Funkcia chromatin-remodelujiiceho komplexu SWI/SNF
v onkogenéze a progresii melandmovych buniek.

Ing. Ondrudovéd vypracovala disertacni praci pod vedenim doc. Vachtenheima se zaméfenim na
onkogenni a antionkogenni plisobeni podjednotek komplexu SWI/SNF a transkripéniho faktoru MITF
v buiikdch melanomu. Ustfednim tématem je regulace exprese MITF ATPazovymi podjednotkami
Brahma (Brm) a Brahma-related gene 1 (Brgl) a dalsi kaskada regulaci smérem k expresi gend
specifickych pro melanocyty. Mutace nebo epigeneticka deregulace Brgl i Brm jsou ¢asto nachdzeny
v melanomech, pfiemZ Brgl ma anti-apoptoticky efekt. Kofaktorem exprese MITF je p21, tumor
supresor a inhibitor bunécného cyklu. Transaktivaéni uG€inek MITF je tlumen histonovymi
acetyltransferazami PCAF a hGCN5.

Ing. Ondrudova je spoluautorkou ¢tyf plvodnich praci a jednoho rukopisu pfipravovaného
k publikaci. Z toho tfikrat je disertantka prvni autorkou. Prace byly pfijaty do stfedné renomovanych
¢asopistl a tvofi velmi pékny a propojeny souhrn. Problematika je shrnuta i ve dvou pfehledovych
¢lancich — kniznich kapitolach sepsanych spolu se Skolitelem. Vysledky jsou zajimavé nejen z hlediska
poznani transkripéni a epigenetické regulace ale mohou mit také prakticky dopad pfi hledéni cil
terapie maligniho melanomu. Viechny prace byly publikovany velmi recentné ale ziskaly jiz prvni
citacni ohlasy.

ProtoZe publikované prace prosly recensnim fizenim, neni tfeba podrobné rozebirat jednotlivé
vysledky. Mam jen nékolik dotazl upfesiiujiciho nebo dopliiujiciho razu.

1. Jaka je povaha positivni transkripéni regulace promotoru MITF pfi zvy$ené expresi Brm a Brgl
(pfiloha 1, strana 53, obr. 2A)? ProtoZe toto pozorovani pochazi z experimentu s transientni
transfekci plasmidu, ktery nenabyva chromatinové struktury, nelze predpokladat
remodeladni aktivitu komplexu SWI/SNF. Na druhé strané, tento efekt je zavisly na ATPazové
aktivité Brm a Brgl. NemUZe se jednat o pfimy vliv Brm a Brgl bez remodelace chromatinu?
Nebo o nepfimy efekt zprostfedkovany LEF1/TCF?

2. Stim souvisi téZ zavér & 2 na strané 40: V melanomovych burikdch komplex SWI/SNF
positivhé reguluje expresi MITF. VSechny podplirné experimenty v3ak zahrnuji ATPazové
podjednotky komplexu a nevyplyva z nich, zda je zapotiebi celého komplexu. Byla provéddéna
nap¥. chromatinova imunoprecipitace s neenzymatickymi podjednotkami SWI/SNF?

3. Melanomova bunééna linie SK-MEL-5 neexprimuje Brgl a predpoklada se, Ze nebude ragovat
snizenim exprese MITF pfi aplikaci Brgl-specifické shRNA. Vysledek takového experimentu by
ale mohl dokumentovat, Ze tato shRNA nema off-target Gcinky. Byl experiment proveden?
V pfiloze 1, obrazku 3C na strané 54 je pouze Brm-specifickd shRNA.

4. Je zndmo, jak se zméni CpG methylace, histonové modifikace a posice nukleosomi na
endogennim promotoru MITF po stimulaci zvySenou expresi Brm a Brgl1?

5. Je moZné blize diskutovat mechanismy negativniho plsobeni histonovych acetyltransferaz na
promotor MITF (pfiloha 8)? Enzymy s aktivitou HAT koreluji s transkripci obvykle positivné.
S tim souvisi i chybny vyklad histonové acetylace na strané 17: acetylace N koncl histond
zvysuje jejich zaporny naboj a tim je rozvolnéna interakce s DNA, ktera je polyaniontem.

6. Jednim ze zavérl je nadéje, Ze inaktivace SWI/SNF miZe byt cilem pro molekularni terapii
melanomu. Vzhledem k pleiotropnim t¢inkim tohoto komplexu se mi takova strategie zdd



jako téZko schiidna. Pro& se nezaméfit na néktery zgend liniové specificky regulovanych
MITF?

Vlastni disertalni spis je pfedkldddn jako kratky Gvod do fedenych problematik, vyéet dosaZenych
vysledkl, shrnujici diskuse a zavéry prace. Nasleduji reprinty publikovanych praci a jednoho dosud
nepublikovaného rukopisu. U disertantky s ¢etnymi publikovanymi vysledky vitdm tento zkraceny typ
disertani prace, uvital bych jen uvedeni, které asti prace provadéla ing. Ondrusova sama a které
byly pofizeny spoluautory. Mimo jiné by to umozZnilo pfedstavu o portfoliu metod, které si b&éhem
studia osvojila. Uvodni &4st disertaéniho spisu je napsana peclivé a prehledné s minimem drobnych
chyb a ptekleptl (upozornil bych jen na androidni receptor na strané 11, kde ma byt androgenni
receptor).

V souhrnu konstatuji, Ze ing. Ondrudova prokdzala velmi dobfe svoji schopnost samostatné
védecky pracovat, vytvofila kvalitni a navazujici soubor vysledk( a dokdzala svoji praci publikovat
v nékolika plivonich sdélenich. Tim spliiuje poZadavky kladené na doktorskou disertaci a ja viele
doporucuji, aby disertaéni préce byla kladné pfijata jako podkiad pro udéleni titulu PhD.
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