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V ramei svoji disertadn{ prace se autorka zabyvala riznymi aspekty biologie jadérka.
Zkoumala jeho strukturu, indukei ribozomalniho stresu a jeho dopadu. Zabyvala se také
patogenezi Diamondovi-Blackfanovi anemie. vrozena anémie majici plivod v aberacich
ribozomélnich proteint a jejiz 1é¢ba je vétinou zaloZena na kortikosteroidech.
Konkrétné studovala funkei proteinu Bystin v patogenezi tohoto onemocnéni a jeho
mozné souvislosti s 1é¢bou kortikosteroidy.

Préace o rozsahu 63 stran je ¢lenéna standardnim zpusobem, je doplnéna 179 literarnimi
odkazy. vesmés recentnimi. Publikaéni aktivitu souvisejici s tématem disertace
piedstavuji 2 ptivodni prace in extenso v ¢asopise Blood Cells Molecules and Disease
(IF=2.3, studentka je prvni autorkou) a Journal of Proteomics (IF=3.9, studentka je treti
autorkou). Déle je studentka prvni prvni autorkou prehledové prace na dané téma

Vv Casopise International Journal of Molecular Sciences (IF=6.2). Kvalitu publika¢nich
vystupt hodnotim jako velice dobrou. V sechny tfi publikace jsou pf{lohami vlastni
diserta¢ni prace. ;

Teoreticky uvod o rozsahu 24 stran Je piehledny, vystihuje podstatu disertaéni prace, je
logicky ¢lenén na st zamérenou na biologii jadérka, podstatu ribozomalniho stresu,
funkce ribozomalnich proteinti mimo Jejich funkce ve vlastnich ribozomech. a to

predev8im v patogenezi nadort. samostatna kapitola je vénovana proteinu Bystin, jehoz
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studium bylo jednim z hlavnich cilti disertaéni prace. Nasleduji cile prace a popis
experimentalni casti.

Experimentalni cast je ¢lenéna na ti1 samostatné studie, které jsou vzdy ¢lenény na
metodiku, vysledky a diskuzi. Prvni studie byla zaméfena na vyzkum poskozeni
struktury jadérka uc¢inkem oxaliplatiny, druha studie byla zaméfena na dopad mutace
V134F v genu pro ribozomalni protein RPS7 na strukturu jadérka a zpracovani rRNA.
Ve tietim projektu studentka studovala protein Bysl jako jeden z driverd Diamondovi-
Blackfanovi anemie, kterou tento protein napliuje skrze regulaci onkogenu c-Myc.
Jednotlivé kapitoly zaméfené na metodiku jsou zpracovany dostatecné detailné a
umoznuji bezproblémové opakovani provadénych analyz veetné jejich vyhodnoceni.
Vysledky jsou uvedeny konkrétné, v souvislosti s jednotlivymi cili diserta¢ni prace a
doplnény fadou originalni obrazované dokumentace a ptehlednych schémat. Autorka
vzdy souhrnné popsala svoje pozorovani, ktera ucinila v souladu s planovanymi cili,
které v8echny naplnila. Detailné jsou potom vysledky k dispozici v pfilohach, kde jsou
prislusné publikaéni vystupy.

V diskuzi jsou vzdy postupné interpretovany a kriticky hodnoceny vysledky
jednotlivych cilt disertace v souvislosti s nejnovéjSimi poznatky v dané oblasti.
Jednotlivé diskuzni ¢asti jsou dostatecné detailni a poskytuji tendfi moznost zaradit
vysledky prace do kontextu soucasného stupné poznani. Je diskutovan jak metodicky
pfistup. tak konkrétni vysledky. Krome originalnich poznatkd, autorka také potvrdila
néktera dfiveéjsi pozorovani, coz svedei o spravnosti pouzivanych metodickych pfistupi.
Z formalniho hlediska v praci nejsou zadné zasadni formalni nedostatky. Za drobné
nedostatky lze povazovat ob&asny vyskyt preklepd, misty nesjednocené pouzivani
formatu citaci a zafazeni ¢asti Introduction do popisu prvni studie s oxaliplatinou

v ramci experimentalni ¢asti prace.
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Nové poznatky

Autorka dospéla k nékolika novym poznatkim rozifujicim poznani v dané oblasti.

ktere jsou potencialné dobfe vyuzitelné pro inovativni 1é¢bu Diamondovi-Blackfanovi

anemie:

1) Detailné popsala vliv oxaliplatiny a mutace V134F v genu RPS7 na strukturu

Jadérka. pficemz zjistila, ze struktura jadérka je dilezitym faktorem

ribozomalniho stresu a mize byt pouZita pro jeho hodnocend.

2) Zjistila, Ze protein Bystin hraje roli jiz ve velice ¢asnych fazich Diamondovi-

Blackfanovi anemie a ¥{di patologii této choroby prostfednictvim regulace

transkrip&niho faktoru c-Myc, se kterym pifmo interaguje.

3) Dale prokdzala. Ze protein Bystin je molekularnim cilem terapie Diamondovi-

Blackfanovi anemie glukokortikoidy. Toto zjisténi miZe vést k VyVOji nové

teraplie pro pacienty eliminujici zdvazné vedlejsi u¢inky zpusobované 1é&bou

zalozenou na glukokortikoidech.

Vyznam pro spolecenskou praxi a dalsi rozvoj védy

Vysledky prace byly publikovany v ¢asopisech s IF — Ize tedy ocekavat citovanost.

Prace prispiva k poznani v oblasti a stane se jisté cennym zdrojem informaci pro

vyzkumniky v daném oboru. Vyzkum v oblasti role proteinu Bystin v 1é¢bé

glukokortikoidy mé navic i vysoky transla¢ni potencial protoze naznacuje mozny Smeér

pro vyvoj inovativni terapie u Diamondovi-Blackfanovi anemie.

Otazky do diskuze

1) Jake dalsi protinadorova léciva kromé oxaliplatiny maji schopnost indukovat

ribozomalni stres a narujovat strukturu jadérka a pro¢ jste si vybrala pro svij

vyzkum pravé oxaliplatinu?

2) Ve VaSem vyzkumu jste popsala novy mechanismus téinku glukokortikoidu u

Diamondovi-Blackfanovi anemiem, ktery je zalozeny na jejich interakci

s proteinem Bystin. Naznacujete moznost pouziti nizkomolekularnich inhibitori

interakce proteint Bystin a ¢-Mys jako novou lééebnou strategii u této nemoci,

ktera by umoznila ochrénit pacienty pied vedlej$im ucinky 1écby
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glukokortikoidy. Planujete v tomto vyzkumu pokracovat a jak by vypadaly dal3i

kroky smérem k vyvoji a preklinickému testovani téchto inhibitorti?

Zavér

V zavéru svého hodnoceni konstatuji, Zze disertaéni prace spliiuje pozadavky na ni
kladené v daném oboru. po strance obsahové ma velmi dobrou trovei a predklada nové
originalni védecké poznatky v oblasti studia biologie jadérka, ribozomalniho stresu a
patogeneze Diamondovi-Blackfanovi anemie. Mgr. Zuzana Maceckova prokazala tvurci
schopnosti a jeji dizertacni praci proto doporucuji k obhajobé¢, a na zakladé uspeésné
obhajoby, k udéleni akademického titulu doktor ve zkratce Ph.D. dle § 47 Zakona o
vysokych Skolach ¢. 111/98 Sb.

V Brné 05/10/2022

prof. RNDr. Ondfej Slaby. Ph.D.
Lékarska fakulta a CEITEC

Masarykova univerzita
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PredloZend prace Mgr. Zuzany Macetkové ,Nucleolar structure and the role of BYSL protein in
ribosomopathies” se vénuje studiu Diamondovy-Blackfanovy anémie (DBA), kterd je modelem pro
ribozomalni onemocnéni souvisejici s heterozygotni alelickou variaci v 1 z 20 ribozomalnich proteinovych
geni ribozomdlini podjednotky. Navzdory vyznamnému pokroku v definovéni molekularniho zékladu DBA a
zvySenému porozuméni patofyziologie DBA je mechanismus, kterym tato porucha vede ke specifickému
fenotypu nejasny. Stejné nejasny je i dlvod, pro¢ jsou glukokortikosteroidy (GC) G&innou terapii
DBA. Zatimco pfiblizn& 80 % pacient( reaguje na pocatecni Ié¢bu GC, pfesny mechanismus, kterym vykazuji
pozitivni klinicky G¢inek, stéle neni dobfe znam.

Ve svém publikovaném piehledu autorka diskutuje o G¢inku GC na erytropoézu a shrnuje dopad GC
na kliCové drahy deregulované u DBA. Ve svém zavéru konstatuje, Ze GC nereguluji erytropoézu DBA
prostrednictvim jediného mechanismu, ale prostrednictvim nékolika vzéjemné zavislych drah. Jsou zapotrebi
dal3i studie, aby se zjistila Gloha vyse uvedenych drah zavislych na GC v regulaci a patologii DBA, s koneénym
cilem vyvinout nové, G&innéjéi a méné toxickou terapii pro déti trpici timto onemocnénim.

Druhym cilem diserta¢ni prace bylo studium patogenity nové mutace RPS7 p.V134F, kterd byla
popsana jiz dfive u jedné pacientky a dvou asymptomatickych rodinnych pfisludnikd, u kterych byla
detekovana mirnd anémie a zvysend aktivita e-ADA. Autorka potvrdila, Ze pravé zménény metabolismus
erytrocytl a oxidacni stres, ktery negativné ovliviiuje Zivotnost erytrocytd, odliSuje pacientku od jejich
asymptomatickych (,silentnich”) rodinnych pfislusnikd. Patogenita mutace RPS7 p.V134F byla laboratorné
ovérena vCetné molekuldrnich defektl v translaéni aktivité proteinu a aktivaci ribozomainiho stresu v
bunécném modelu této varianty. Pokrok v molekularni diagnostice tak umoznuje diagnostiku DBA u vice
pacientl s neobvyklym klinickym obrazem.

Prof. MUDr. Viadimir MIHAL, CSc., Détské klinika
Lekarska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci
tf. Svobody 8 | 771 26 Olomouc | T: 585 854401
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V tfeti experimentaini ¢asti dizertace, Mgr. Z. Maceckova se zamérila na roli jadérka v burice.
Prozkoumala jeho strukturu, indukci jaderného stresu a ribozomaini poruchy, o nichZ je znamo, Ze ovliviuji
strukturu a funkci jadérka. Zhodnotila vliv oxaliplatiny (L-OHP) a mutace V134F RPS7 na strukturu jadérka.
Odhalila, Ze ob& podminky ovpliviuji strukturu, produkci nebo zpracovani rRNA a biogeneze ribosom. Dale
prokazala, Ze vrozend varianta V134F v genu RPS7 ovliviiuje zpracovani prekurzord 18S rRNA. Ackoli je role
RP7 v biogenezi ribozom( dobfe prokazana, zajimalo ji, zda zména pouze v jedné aminokyseliné mze vést k
vyznamnym zménam ve struktufe jadérek. Vysledky, které byly dosazeny, tuto hypotézu skute¢né podporuji.
In situ hybridizace rRNA je navic levnd, rychld a nese méné kritickych bodd neZ standardné pouZivané
Northern bloty a Ize ji snadno poufZit pro diagnostiku ribozomalnich poruch.

Poslednim cilem disertaéni prace byla sekvenace celého exomu (WES) pacienta s deleci jediné RPL11
alely a objev zajimavé mutaci nonsense struktury jadérkového proteinu BYSL. Nasledné studie odhalily, Ze
mutovany BYSL normalizuje aktivitu c-MyC deregulovanou RPL11. JeSté zajimavéjsi je, Ze GCs byly pouZity k
Ié&bé mnoha nddorovych onemocnéni, z nichZ mnohé jsou fizeny c-Myc. A¢koli nékteré poznatky naznacuji,
7e GCs mohou regulovat hladiny mRNA c-Myc u leukémii, v této praci autorka se svymi kolegy navrhuje, ze
GCs mohou také regulovat hladiny proteinu c-Myc prostfednictvim interakce BYSL s GCs. V této studii
prozkoumala BYSL jako potencidini novy slibny cil pro DBA a c-Myc fizené nadory Sirokou 3kalou
experimentalnich technik. Kromé identifikace proteinu c-Myc jako pfimého partnera BYSL take identifikovala
a experimentalné potvrdila vazbu dexamethasonu (Iék na DBA) na BYSL, &imZ bylo zabranéno interakci BYSL-
c-Myc co umoznilo degradaci proteinu c-Myc prostiednictvim mechanism{i nezavislych na ubiquitinu. Bystin
byl tak poprvé identifikovan jako nemoc modifikujici gen na c-Myc zavislé patologické stavy a
potencialni cil pro nové terapie vyhybajici se vedlejSim tcinkim GCs.

Struktura pfedloZené prace je zpracovana na 99 stranach. Samotna prace obsahuje teoretickou cast
zamé&fenou na strukturu jadérka, ribozomalniho stresu, ribozomainich proteint a jejich aberaci v molekularni
patologii Diamondovy-Blackfanovy anémie. V diskuzi jsou komentovany a shrnuty vysledky vybranych praci,
ve kterych je dizertant jednou prvni autorkou a ve dvou pfipadech spoluautorkou. Prace byly publikovany
v prestiznich zahrani¢nich ¢asopisech s IF a prosly pfisnou odbornou recenzi odbornych recenzentd. Vysledky
védecké prace byly rovnéZz prezentovany na konferencich formou prednadek ¢i plakatovych sdéleni. Téma
dizerta¢ni prdce je aktudini a vysledky jsou velmi zajimavé pro hematologickou, pediatrickou, ale i
onkologickou vefejnost. Celkové hodnotim praci jako velmi kvalitni, svéd¢ici nejen o dlouhodobé praci
autorky v oblasti cytogenetickych a molekularné-genetickych zmén pacienti s DBA, ale i o velmi dobré
znalosti problematiky. Jeji vysledky jasné prokazuji schopnosti samostatné védecké prace. O kvalité prace
svédei i pfijeti 3 ¢lankl do ¢asopish s IF a spoluprace na pfiprave dalsiho.
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Na zakladé vySe uvedenych skutetnosti doporuduji, aby byla prace pfijata k obhajobé a na zakladé
ispésné obhajoby udélen akademicky titul PhD dle §47 Zakona o vysokych Skolach €. 111/98 Sb.

Dotazy k diskuzi:

1) Z vefejné dostupné databdze je znamo, e hladiny mRNA bystinu jsou
relativné nizké v normalnich lidskych tkanich, na rozdil od jeho vysoké exprese v riiznych
nadorovych burkdch. Lze léCebn& vyuzit Vémi popsanou specifickou vazbu
dexamethasonu na BYSL u nékterych nadorovych onemocnéni?

2) Zkouseli jste misto specifické vazby dexamethasonu na BYSL i podobnou
vazbu jinych derivatd kortikosteroid( (prednison, metylprednisolon)?

3) MlZeme v budoucnu popsanou vzéjemnou kompetici vazby M-myc a
dexamethasonu na BYSL vyuzit ke snizeni vy$Si incidence nadorovych onemocnéni u
détskych pacientd s DBA?

V Olomouci dne 4. fijna 2022 Prof. MUDr. Vladimir Mihal, CSc.
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