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Oponentsky posudek na disertaéni praci Mgr. Hany Hajkové ,,Zmény v metylaci DNA u

pacientii s akutni myeloidni leukémii*

Disertaéni prace je vénovana velmi aktualni problematice epigenetickych zmén v regulaci genové
exprese u nadorovych bunék, konkrétné zménam v DNA metylacich vybranych genid u akutni
myeloidni leukémie (AML) a jejich souvislostem s expresnimi profily gend, mutacemi v genech
zapojenych do procesi metylace DNA a prognézou vyvoje onemocnéni. Prace je spiSe popisna,
zaloZzena na srovnavacich analyzach vzorkl z definovanych skupin pacientii za pomoci soucasnych
epigenetickych, expresnich a statistickych metodik. Funkéni a mechanistické studie nebyly provadény,
pfesto v3ak byly ziskdny vysledky, které mohou pfispét k hlubiimu pochopeni epigenetickych
mechanismii v kancerogenezi, konkrétné regulaci exprese genli pomoci DNA metylace. Prace je
pomérné struénd, presentované vysledky byly publikovany ve dvou &lancich, u obou znich byla
Mgr. Héajkova prvnim, u jedné i korespondujicim autorem. Kromé toho je Mgr. Hajkova
spoluautorkou dalSich sedmi publikaci, které vSak do disertace nezafadila. Prace je tak kompaktnéjsi,
nicméné nekteré vysledky ziskané v téchto studiich moznd mohly byt v rdmci této disertadni prace
diskutovany (napf. prace tykajici se mechanismi protinadorovych udinkil inhibitoru DNA

metyltransferaz 5-azacytidinu).

V prvni ¢asti prace (publikovano Hdjkovd et al., Leukemia Research, 2012) byla na dostate¢né
representativnim panelu vzorkli 79 pacienti a 20 kontrolnich vzork presvédcivé dokumentovana
vyrazné metylovanych gent a horsi prognézou. Tyto vysledky jsou prioritni, pfindSeji nové pohledy a
na problematiku epigenetickych regulaci u leukemii ale i nové otazky. Mohou slouzit jako pilotni pro
dalSi mechanistické studie, napf. bude velmi zajimavé vysvétlit, jak mohou niZ$i metylace tumor

supresorovych gent a jejich vyssi exprese byt spojeny s negativni progndzou.

Druha Cast prace (publikovano Hdjkova et al., J Hematol and Oncol 2014 jako kratké sdéleni),
Uzee souvisejici s prvni, byla vénovana identifikaci rozdilné metylovanych geni u pacienti s AML a
Jjejich korelaci s genovou expresi a patogenezi AML. V ramci této studie (analyza vzorki z 14
pacientil) byla nalezena souvislost mezi pfitomnosti fuzniho genu CBFB-MYHI] (disledek inverse

chromosomu 16) a hypometylaci specifickych genti. Korelaéni analyzou byla nalezena souvislost
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mezi expresi a rozdilnou metylaci genu PBX3, ktery byl nedavno charakterizovan jako kli¢ovy partner

interagujici s HOXA9 genem béhem leukemogeneze. V této studii bylo vyuzito metodické zdzemf
laboratoifi EMBL, coz umoznilo vyzit modernich metod epigenetického a expresniho profilovani a
hlavné kvalitni analyzy ziskanych dat. Nova data o regulaci exprese genu PBX3 a asociace s vySsi
incidenci relapsi jsou zajimava i v kontextu vySe zminénych regulaci HOX genii pomoci DNA

metylace.

Po formalni strance je anglicky psana prace bez formalnich nedostatki, jasné a pfehledn4 s kvalitni
dokumentaci. Je pomérné stru¢na, kapitoly Uvod, Metody i Diskuse mohly byt o néco podrobn&;si.
Velmi struény je i autoreferat. Mam pfipominku k tabulce 2.2 (sekvence primert a Tagman sond), kde

mély byt oznadeny velikosti amplifikovanych fragmenti DNA a jejich pozice v genu).

Mgr. Hana Hajkova prokéazala schopnost samostatné védecky pracovat, zvladla naroéné soucasné
metodiky, dobfe vyuzila zahrani¢ni stz k ziskani kvalitnich vysledkd, osvojila si praci s lidskym
materidlem a ziskala nova data, kterd byla publikovana ve dvou publikacich, ve kterych je prvnim

autorem. Doporucuji, aby prace byla pfijata jako podklad pro udéleni titulu PhD.

Dotazy k diskusi:

1. Jaka byla kritéria vybéru 12 (tumor supresorovych) gent pro analyzu v prvni ¢asti prace,
byla u viech jiz dfive popsana regulace exprese DNA metylaci? MulZete doplnit polohu
vzhledem ke stratu transkripce a délku oblasti analyzovanych gentl, jedna se o promotorové,

enhancerové nebo kodujici useky?

2. Byly nalezené mutace v genu DNMT34 hetero- nebo homozygotni, miizete je na zakladé

literarnich Gdajd funkéné charakterizovat?

3. Dokumentovala jste rozdily mezi metylacemi HOX genl u zdravych darci a pacientl
s mutovanym DNMT34 genem. Jak to bylo vpfipadé 12 analyzovanych tumor

supresorovych gent?

4. Aberantni metylace v regulaénich oblastech zvla5t¢ tumor supresorovych genti je obecné
povazovana za protumorigenni jev. Z vysledkd va$i studie naopak vyplyva, Z¢ mutace
negativni prognosticky znak. Jaké mohou byt podle vas divody tohoto rozporu? Muze hrat
roli pozorovana hypometylace HOX genti (i ve srovnani s kontrolnimi vzorky ze zdravych

0s0b)?
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5. Mutace v DNMT3A jsou spojeny s hypometylaci genti a zaroveil s horsi prognézou. MiizZe
to také znamenat, Ze pacienti nesouci tyto mutace by nemuseli byt citlivi k terapii inhibitory

DNA metyltransferaz, ktera je v nejen pfipadé leukemii intenzivné studovéna?

6. Miize existovat propojeni ¢i koordinace mezi epigenetickou regulaci a expresi genu PBX3 a

HOX geny, zvlast¢ HOXAY, jehoz produkt s PBX3 interaguje?
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