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Predkladanda disertacni prace na téma ,MikroRNA miR-29: exprese a biologicka aktivita“
se zabyva expresi ¢len rodiny miR-29 u pacientd s chronickou myeloidni leukemii (CML)
a sledovanim zmén jejich hladin po podani imatinib mezylatu, tyrozin-kinazového inhibitoru,
cileng inaktivujiciho aberantni kindzu BCR-ABL. Pomoci experimentd na bunécné linii K562,
odvozené od CML, bylo zji§téno, Ze ke zméné exprese Clend rodiny miR-29 pravdépodobné
dochazi nezavisle od hladiny BCR-ABL. V dalsi Casti prace se autorka zabyvala schopnosti
rodiny miR-29 ovliviiovat toxicitu xenobiotik, konkrétné etoposidu. Zjistila, Ze v Hela
bun&&né linii dochazi ke zméné poméru cilovych molekul miR-29b Mcl-1L/Mcl-1S, coz muaze
byt spojeno s jejim transportem do jadra. Zaroven se autorka pokusila transfekovat
jednotlivé bufiky metodou ,single-cell” elektroporace. Pomoci dané metody se ji nepodafilo
pipravit takto transfekované buriky, co viak nijak nesnizuje vyznam této prace a metody, ale
naopak, jak sama autorka v praci naznaluje, ukazuje mozné sméfovani dalsich experimentd
pro lepsi pochopeni molekularnich mechanismu v jednotlivych burikach.

Disertaéni prace je logicky strukturovana do jednotlivych kapitol dle obvyklych pravidel.
Je sepsana na 92 strankach a je rozdélena do 9 piehlednych kapitol. Je zde nékolik pfeklepu,
nicméné po gramatické strance se danou praci neodvazuji hodnotit. Ve findlni broZufe bych
uvitala pfiloZeni i samotnych publikaci vztahujicich se k disertaci.

Souhrn (Summary) je jasny, strucny a vystizny. V teoretické Casti autorka shrnuje dosavadni
poznatky o mikroRNA a rodiné miR-29. V disertaéni praci jsou vyty¢eny 3 konkrétni cile.
2 znich byly vramci prace zcela splnény, posledni, tfeti, se nepodafilo dotahnout do
zdarného konce, ale autorka jsi je toho plné védoma a v nasledné diskusi to adekvatné
rozebira. V experimentalni castu je mnoZstvi experimentt a pouZitych metod, které byly, dle
mého nazoru, pro ucely této disertaéni prace vhodné zvoleny. V kapitole ,Vysledky” jsou
shrnuty ziskané vysledky do pfiméFeného mno3stvi tabulek a obrazk( (grafd), které jsou
doplnény doprovodnim textem. Oceriuji kapitolu ,,Diskuse”. Autorka v ni rozebira ziskané
vysledky, které porovnéva s dostupnou literaturou. Diskutuje zde i ,rozporuplné” vysledky
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prace, které si pIné uvédomuje, snai se o objasnénf jejich pfictiny a navrhuje moZné fedeni
vzniklych problém(. Pouzité literarni zdroje jsou adekvatni k dané disertaéni praci.

Validitu ziskanych vysledka podtrhuje i publikaéni &innost autorky. Mgr. Sofla Andree
je autorkou nebo spoluautorkou ti ¢lanka publikovanych v recenzovanych Casopisech s IF.
U dvou z nich je prvni autorkou, pfi¢ems jeden znich je pfehledovy &ldnek. Kromé toho
autorka vysledky ziskané vramci doktorandského studia prezentovala na tuzemskych
i zahrani¢nich konferencich.

K praci mam nékolik pfipominek:

1) Kapitolu ,Seznam zkratek” bych doporucila rozsifit o dal$i pouzité zkratky (napf. ABL,
NF-«B, YY1 ¢i UV) a vysvétlivky psat v jednotném stylu.

2) V kapitole ,Uvod“ bych upozornila na to, Ze mikroRNA nejsou oblast, a Ze studiem téchto
molekul se védci zabyvaiji ,,od roku 1993 ne ,do roku 1993“.

3) V teoretické &asti je nékolik pieklepl a ,zajimavych” slovnich spojeni (napf. ,,...reguldtoru
spojovani (splicing regulator)” na str. 4, ~Zvysend exprese miR-29 vede k redukci DNA
methylaci a obnové nadorové supresorovych gent jako jsou FHIT a WWOX...“ na str. 12..Ci
»U rakoviny déloZniho hrdla byl zase odhalen cilovy gen miR-29¢ a to EMT (epitelidlné
mezenchymalni pfechod),...“ na str. 19 — EMT neni gen, ale proces).

4) Uvitala bych, kdyby , Tabulka 2“ nasledovala hned za jejim zminénim v textu na str. 13, ne
az na str. 18. Kromé toho mi tato tabulka pfijde ponékud matouci a nékteré udaje v ni nesedi
s uvedenymi referencemi. Napf. dle Tabulky 2, Sampath et al. (ref. 90) studovali u chronické
lymfocytarni leukemie (CLL) viechny 3 isoformy miR-29 (a, b, c), avdak v daném ¢lanku je
pojednavano pouze o miR-29b; anebo jsou v tabulce uvedeny jako biologicky material nap¥.
normalni lymfocyty a normalni kostni d¥efi s odkazem na sniZzenou hladinu exprese miR-29,
priemZ v uvedenych referencich (Zhu et al. (ref. 106), Eyholzer et al. (ref. 20), Zhao et al.
(ref. 16),...) je snizena hladina miR-29 nalezena u pacient( s leukemii. V textu p¥itom sama
autorka spravné uvadi, Ze snizené hladiny miR-29 byvaji pozorovany u pacientt s leukemii.

5) V experimentalni &asti jsou taky obcas pouZité ponékud matouci pojmy a slovni spojeni,
napf. vtabulce 3 (str. 22-23) uvedeny klinicky parametr ,Celkové preZiti (rok)” maze
evokovat domnéni, Ze vsichni sledovani pacienti uZ jsou po smrti, ale jak z textu vyplyva,
jednad se o ¢as do kompletni remise nebo do posledniho odbéru.

6) Podkapitolu ,Stanoveni specifickych proteind elektroforézou” (str. 36) by, dle mého
nazoru, bylo vhodnéj$i nazvat ,,Stanoveni specifickych proteinti metodu Western blot*. Taky,
jestli by napf. ,Pro stanoveni proteinu byla pouZita primarni polyklonalni krali& protilatka
(Mcl-1, TBS/T/mléko, 1:500, 4°C, 16hod.) a sekundarni kréli¢i protilatka znacena kienovou
peroxidasou (IgG-HRP, TBS/T/mléko, 1:7 500, 2 hod., 25°C)...." (str. 37), k 2adnému vysledku
by se nedalo dopracovat. Zarovef je, vtomto pfipadé, vseznamu pouzitych protilatek
uvedend primarni monoklon4lni mygi protilatka, na kterou se bé&7né pouziva sekundirni anti-
mysi protilatka; atd.

7) Do kapitoly ,PouZité metody” bych nezafazovala povidani o xenobiotikéch ¢&i principech
metod, a naopak, nékteré postupy bych navrhovala popsat podrobnéji (napf.
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u ,Fluorescenéni mikroskopie” (str. 41) chybi informace o tom, ¢eho fluorescence byla
pozorovana; nebo u ,Sekvenace” (str. 45) ¢ast jakého vzorku byla odeslana na sekvenaci).

8) U ,Reverzni transkripce” (str. 45) je uveden pouzity kit ,TagMan® MicroRNA Transcription
Kit (Applied Biosystems)” a vysledna koncentrace RNA ,,20 ng.ul*, pficemZ predpokladam,
ie poutzity kit se jmenoval , TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit“ a 20 ng RNA bylo
pouzito do celé reakce, tedy do 15 pl.

9) Ve vysledcich by, dle mého nézoru, bylo vhodnéjsi nékteré informace zaradit spie do
literarni reder$e a naopak, nékteré tabulky a obrazky (grafy) vysvétlit podrobnéji (napf.
Tabulka 12, Obrazky 12, 15). Kromé toho u nékterych obrazkd (grafd) chybi popisky osy Y
(Obrazky 6 a 7).

K pfedloZené disertacni praci mam nasledujici dotazy:

1) Co hodnoti SokalGv index a co to pro pacienta znamena, kdyZ je nizky, stfedni nebo
vysoky?

2) Na jakém principu funguji detekéni systémy slouZici k identifikaci specifickych protein(
v burikéch, tkanich, resp. v jejich lyzatech? Jak je moZné ziskany signal amplifikovat?

3) Srovnavali jste zmény exprese jednotlivych €lent rodiny miR-29 u pacientd s CML
v porovnani se zdravymi kontrolnimi darci krve?

4) Co znamena zkratka ,,UT" pouZita v obrazku 15 (str. 66) a v tabulce 12 (str. 74)?

5) Je efekt zvy$ujici se hladiny miR-29 po podani imatinibu snaslednym poklesem
po dosaZeni remise onemocnéni pozorovan i u jinych nadorovych onemocnéni, u kterych se
k 1é¢bé vyuZiva pravé imatinib?

Pfedlozenou disertaéni praci hodnotim jako kvalitni, prokazujici schopnost autorky
samostatné analyzovat a interpretovat dosazené vysledky, a navrhovat jejich dalsi
perspektivni vyuziti. Vysledky této prace naznacuji mozny mechanismus vzniku rezistence na
podavanou protinaddorovu terapii, a to hlavné v klinické praxi relativné Casto pouiZivany
tyrozin-kindzovy inhibitor imatinib. Prdvé rezistence na podavanou terapii byva Castou
pFitinou recidivy nadorového onemocnéni. Proto vysledky této prace mohou mit velky
vyznam pro nalezeni novych lé¢ebnych pfistupd.

Prace splnila pozadavky kladené na disertatni praci, a proto ji doporucuji k obhajobé.
Soutasné doporucuji, aby byl po Gspésné obhajobé autorce udélen akademicky titul doktor
ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych $kolach ¢. 111/98 Sb.
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V ramci svoji dizertaéni prace se autorka zabyvala studiem rodiny miR-29, jeji exprese
a biologické aktivity u pacientti s chronickou myeloidni leukemii (CML), jeji
souvislosti s hladinami BCR-ABL a také charakterizaci rodiny miR-29 na buné¢ném
modelu CML ve vztahu k odpovédi na pisobeni imatinibu a ATRA. V druhé ¢asti prace
se autorka zamé&fila na vztah rodiny miR-29 k toxicité etoposidu na urovni bunééného
cyklu, apoptdézy a znamych cilovych gend rodiny miR-29. V posledni ¢asti prace se
potom zabyvala metodikou single-cell elektroporace.

Prace o rozsahu 92 stran je ¢lenéna standardnim zptisobem, psana bez pieklept, Ctivé a
koncizng, je doplnéna 165 literarnimi odkazy, vesmés recentnimi. Publika¢ni aktivitu
souvisejici s tématem dizertace predstavuji 2 pivodni prace in extenso v ¢asopisech
s impakt faktorem, Biomedical Papers (studentka je druhou autorkou) a Toxicology in
vitro (studentka je prvni autorkou). Kromé toho je Mgr. Andree autorkou piehledové
prace na dané téma v Casopise s [F (Biomedical Papers) dokladajici dokonalou orientaci
autorky v dané problematice. Kvalitu publika¢nich vystupti proto hodnotim jako velice
dobrou.

., Teoreticky ivod“ o rozsahu 18 stran je pfehledny, vystihuje podstatu dizertaéni prace,
je logicky ¢lenén na tvod do biologie mikroRNA, popis rodiny miR-29, mechanizmy
regulace jeji exprese, role miR-29 v hematopoéze, jeji cilové geny a pfedevSim zapojeni
miR-29 do patogeneze hematologickych malignit (CLL, AML, CML, MM) a dalSich
nadorovych onemocnéni. Ctendfi umoZiiuje komplexni pohled na studovanou
problematiku a bezproblémové pochopeni nasledujicich kapitol.

Masarykova univerzita, CEITEC - Stfedoevropsky technologicky institut

Kamenice 753/5, 625 00 Brno, Ceska republika

T: +420 549 492 911, E: info@ceitec.muni.cz, www.ceitec.muni.cz

Bankovni spojeni: KB Brno-mésto, CU: 85636621/0100, IC: 00216224, DIC: CZ00216224
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Vramci kapitoly ,Experimentdlni C4st“ jsou postupné detailné popsiny typy
biologického materidlu, chemikalie a experimentdlni techniky, které byly v ramci studie
pouzity: prace s bunénymi kulturami, transfekce, elektroporace, analyza apoptozy,
bunééného cyklu, bunééné viability, fluorescenéni mikroskopie, klonovani, izolace
RNA, reverzni transkripce, real-time PCR a statistickd hodnoceni. Kapitola umozsiuje
bezproblémové opakovani vSech provadénych analyz véetné jejich vyhodnoceni.
,»Vysledky* jsou uvedeny zcela konkrétn€, doplnény velkym mnozstvim piehlednych
boxovych a sloupcovych grafii, tabulek a statistickych hodnoceni. Autorka zde velice
detailn€ popsala pozorovani, kterd uc¢inila v souladu s planovanymi cili, které vSechny
naplnila.

V ,.Diskuzi* jsou postupné interpretovany a kriticky hodnoceny vysledky jednotlivych
cili dizertace v souvislosti snejnov€jSimi poznatky v dané oblasti. Diskuze je
dostateCné detailni a poskytuje ¢tendfi moznost dobie zafadit vysledky prace do
kontextu soucasného stupné poznani. Je diskutovan jak metodicky pfistup, tak konkrétni
akceptovana pozorovani, coZ svéd¢i pro spravnost pouzivanych metodickych pfistup.

Z formalniho hlediska jsem nenalezl zadné zavazné nedostatky. Sporadicky lze narazit

vvvvvv

onemocnéni...” , ,Signdlni drdhy, které ovliviiuje BCR-ABL a zaroveri plsobi na
expresi miR-29 je hned nékolik...*).

Nové poznatky

Autorka dospéla k n€kolika novym poznatkiim rozsifujicim poznani v dané oblasti:

1) hladiny exprese rodiny miR-29 u CML jsou snizené,

2) snizené hladiny miR-29 v ¢ase diagnézy CML narustaji v prib&hu 1é¢by imatinibem
a nasledné v remisi zase klesaji na uroven hladin v ¢ase diagnozy,

3) exprese miR-29 je pravdépodobné regulovéna nezavisle na BCR-ABL,

4) miR-29b zvysuje citlivost k etoposidu,

5) miR-29b neovliviiuje bunéény cyklus u HeLa bunék,

6) miR-29b ovliviiuje expresi proteinu Mcl-1.

Vyznam pro spolecenskou praxi a dalSi rozvoj védy

Vysledky prace byly publikovany v Casopisech s IF — lze tedy ocekavat citovanost.
Prace pfispiva k poznani v oblasti a stane se jist¢ cennym zdrojem informaci pro
vyzkumniky v daném oboru. Zapojeni mikroRNA do patogeneze hematologickych
malignit pfedstavuje velice progresivni a intenzivné studovanou oblast biomedicinského
vyzkumu.

Masarykova univerzita, Stfedoevropsky technologicky institut
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Otazky do diskuze
1) V &em spodiva rozdilné biologické chovani miR-29 u CLL a CML? Cim si toto
rozdilné chovani vysvétlujete?

2) Na souboru pacientii s CML jste studovala dynamiku hladin rodiny miR-29 a hladin
BCR-ABL v priibéhu 1é¢by imatinibem. Zkouseli jste tyto miRNA studovat také u
pacientl rezistentnich na imatinib? Jaké hladiny miR-29 byste zde oc¢ekavala a pro¢?

3) V diskuzi uvadite, Ze moznym pojitkem mezi ptisobenim BCR-ABL a miR-29, které
by mohlo vysvétlit vzdjemné souvislosti zmén jejich exprese by mohl byt onkogen c-
Myec. c-Myc je totiz zapojen jak do regulace BCR-ABL tak negativné reguluje expresi
rodiny miR-29. Jak byste tento zajimavy model verifikovala v in vitro experimentu?
Pokousela jste se o to?

4) Vcem spatiujete mozné budouci klinické wvyuziti rodiny v miR-29 u
hematologickych malignit?

Zavér

V zavéru svého hodnoceni konstatuji, Ze dizertadni prace Mgr. Soni Andree spliuje
poZadavky na ni kladené v daném oboru, ma velmi dobrou uroveti po strance obsahové i
formalni a pfedkladd nové originalni védecké poznatky v oblasti studia biologické
funkce rodiny miR-29 u hematologickych malignit. Dizertaéni praci Mgr. Soni Andree
proto bez vyhrad doporucuji k obhajobé, a na zakladé uspésné obhajoby, k ud&leni
akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o vysokych Skolach ¢&.
111/98 Sb.
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