Oponentsky posudek na diplomovou praci Dominiky Gécové

Vypracovala: RNDr. Dana Hola, Ph.D., Katedra genetiky a mikrobiologie PFF UK v Praze

Hlavnim cilem diplomové prace Dominiky Gécové ,Epigenetickd regulacia génu DQB1 u pacientov s diabetes
mellitus 1. typu* bylo studovat souvislost mezi metylacnim stavem rdznych alel jednoho z genl pro leukocytarni
antigeny II. tfidy u cloveéka, DQBL, a relativni expresi téchto alel. Za tim ucelem studentka nejprve provedla
genotypizaci souboru pacientti s TIDM (kromé vyse zminéného genu se genotypizace tykala i genit DQAL a DRBL1),
poté pomoci bisulfitové metody charakterizovala stupenn metylace u dvou konkrétnich alel DQB1 genu (véetné
metylace v konkrétnich CpG mistech) a nakonec pomoci kvantitativni real-time PCR stanovila stupeii exprese téchto
dvou a dalsich péti alel DQB1 genu, které se v daném souboru pacientll vyskytly. Prace ma vSechny naleZitosti
diplomové prace a miize byt pfipusténa k obhajobé&, predevsim po obsahové/vécné strdnce vsak podle mého nadzoru ma
nekteré nedostatky, které pon€kud snizuji jeji kvalitu.

Prace je relativné strucnd (83 stran + 3 strany pfiloh), coz samoziejmé neni na Skodu. Nejvetsi ¢ast zabira detailni
popis materialu a metodiky (28 stran); zda se, ze kromé bisulfitového sekvenovani, které provadéla komer¢ni firma,
délala studentka vSechny dal$i experimentalni kroky sama nebo jen s minimalni pomoci kolegi z laboratofe (je tomu
skute¢né tak?). Jednotlivé kroky metodickych postupli jsou popsany skute¢né velmi podrobné a takovym zpisobem,
ze je mozné podle nich pokusy zopakovat. Pfitom se vSak pisatelka vcelku vyvarovala laboratorni hantyrky, coz je
velmi zasluzné a ne vzdy pfi takovych podrobnych popisech snadné. V tomto ohledu k této ¢asti prace nemam vytek.
Vadi mi vsSak, Ze kapitola Material obsahuje pouze popis/slozeni pouzitych roztokd a chemikalii, laboratornich
pristroji a pocitacovych programtl, a neni v ni (jakoZ ani v celé praci) ani slovo o hodnoceném souboru pacientt. Vse,
co se o ném na zacatku kapitoly 5 ¢tenaf dozvida, je, Ze byl tvoten 33 dospelymi pacienty s TLIDM z II. interni kliniky
Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady. Neni zminéno jeho sloZeni co se tyce pohlavi, véku (zejména vek je pfitom
v epigenetickych studiich u Clovéka ziejmé velmi dulezitym faktorem), projevech/vyvoji TIDM apod. Dalsi
nedostatek prace vidim vtom, ze byli studovani pouze pacienti; hodnoceny soubor neobsahoval Zadné zdravé
kontroly. Az ve Shrnuti se do¢teme, Ze kolegové v laboratofi tyto zdravé kontroly hodnotili (tato informace by
pochopitelné méla byt uvedena hned na zacatku prace) a piislusna data jsou tedy ziejmé k dispozici. To, Ze studentka
v praci uvadi pouze své vlastni vysledky, je samoziejmé spravné, jaké jsou vSak dtvody toho, pro¢ s kontrolami
nepracovala ona sama, a hlavné pro¢ své vlastni vysledky v tomto smyslu s vysledky experimentt s kontrolnimi
vzorky neporovnava, nediskutuje a dale nerozebira?

Druhou nejdel3i ¢asti prace je Prehled literatury (22 stran). Ctenaf je v ném nejprve uveden do problematiky T1DM
jako takové a poté seznamen S hlavnimi informacemi o genetickém pozadi tohoto autoimunitniho onemocnéni. Tato
cast se Cte hezky, obsahuje relevantni informace (pouziti ptehledovych ¢lankt jako literarnich zdrojii v nékterych
pfipadech rozhodné neni na Skodu) a vesmes k ni nemam vétSich pripominek, i kdyz nékteré informace se zbyte¢né
opakuji na vice mistech. Nasleduje kapitola nazvana ,,Epigenetika‘, ktera je vénovana piedev§im prib&hu a vyznamu
DNA metylace u savct a zakoncena kratkym prehledem vysledkd téch n€kolika malo studii, které se zabyvaly DNA
metylaci v souvislosti s TIDM (chybi mi tam studie Bell et al. 2010, BMC Med. Genomics, a dale studie Stefan et al.
2014, ktera je citovana az v Diskusi). Pfizndm se, Ze od této ¢asti bych ofekavala vice — spiSe nez obecnému popisu
toho, jak DNA metylace u savci probihd, jak vypadaji hlavni typy DNMT enzymil a rozboru obecného vyznamu
DNA metylaci by se autorka podle mého méla pokusit alesponi o prehled vyznamu DNA metylaci u jinych
autoimunitnich onemocnéni ¢loveéka (systemicky lupus erythematosus, revmaticka artritida, autoimunni thyroidita ...).
Informace na toto téma pomalu pfibyvaji (viz napf. piehledové ¢lanky Greer a McCante 2012, Biologics; Dang et al.
2013, Diabetes/Metabolism Research and Reviews), mezi jednotlivymi onemocnénimi v tomto ohledu ziejmé existuji
urcité podobnosti a autorka by alespoii méla material, s kterym by se mohla pokusit své vlastni vysledky srovnavat.
Jedna z mych otazek k této ¢asti prace tedy zni: co je o vyznamu DNA metylace u jinych autoimunitnich lidskych
onemocnéni v soucasnosti znamo?

Cast Vysledky je velmi kratka (10 stran), obsahuje vlastn& pouze shrnujici Gidaje ziskané ziejmé z velkého mnozstvi
zakladnich dat a zpracované do prehlednych tabulek a grafti. To je naprosto v pofadku, uvadeéni zakladnich dat
V tomto pifipadé neni asi nutné, i kdyZ — pokud by byl bliZe charakterizovan soubor hodnocenych pacienti a existovaly



by v ném napi. vékové rozdily — by bylo mozna zajimavé se podivat na vysledky u konkrétnich pacientli podrobné.
Popis analyzy urovné exprese mRNA u alel HLA DBQ1 genu (str. 68-69) by vsak podle mého nazoru patfil spise do
Metodiky. Dale mi ve vysledkové ¢asti zcela chybi udaje o korelaci mezi metylaci jednotlivych alel a jejich relativni
expresi (tedy to nejpodstatnéjsi, co z prace melo vyplynout). Autorka ptitom v kapitole Statisticka analyza uvadi, ze
tyto korelace byly uréeny pomoci Pearsonova korelaéniho koeficientu — hodnoty tohoto koeficientu vSak v praci
nenalezneme. Chapu, Ze vzhledem k tomu, Ze se podafilo stanovit stupeii metylace pouze u dvou alel (ostatni se
nepovedlo amplifikovat), zatimco relativni exprese byla kvantifikovana u sedmi (ve dvou ptipadech pfitom ziejmé
pouze v 1, resp. 2 opakovanich/pacientech), diplomantka to vlastné t€zko mohla stanovit. Nemtize v§ak tudiz ¢init ani
ty zavéry, které uvadi v Diskuzi nebo Shrnuti, protoZe je nema podlozené.

Diskusi (2 a kousek stranky) vidim jako nejslabsi cast celé prace. | kdyz pfimo na metylaci DNA u T1DM zatim
neexistuje mnoho studii, mohla se studentka — jak uz jsem uvedla vySe — pokusit diskutovat své vysledky tfeba
alespoii s tim, co je zndimo 0 DNA metylaci u jinych autoimunitnich onemocnéni, eventualné u T2DM (bylo by mozna
zajimavé oba typy diabetu vtomto ohledu srovnat). Nesouhlasim také s jejim tvrzenim o tom, Ze ,byla zjisténa
korelace mezi zvySenou metylaci alely DQB1*0302 a jeji sniZzenou relativni expresi® (str. 74). Tato alela skute¢né
vykazovala zvySenou metylaci, ovSem pouze ve srovnani s alelou 0201, a relativni exprese obou alel byla stejna (viz
obr. 12). To, ze alela 0302 vykazovala snizenou expresi ve srovnani s jinymi alelami nez 0201, neni mozné davat do
souvislosti s jeji zvySenou metylaci ve srovnani s 0201, aniz by byl stupefi metylace u téchto dalSich alel také stanoven
a korelace statisticky prokazana.

Dalsi dulezitou véci, kterou v praci postradam, je definice primarni hypotézy, kterou autorka méla svymi pokusy bud’
vyvratit, nebo ,,potvrdit. Pfedpokladam, ze by jeji obsah byl asi takovy, Ze zménéna metylace konkrétnich alel bude
asociovana s jejich zménénou relativni expresi, ptipadné Ze to celé bude asociovano s projevem T1DM. Podle toho by
pak mozna mohl byt i ¢astecné modifikovan design pokusii (zahrnuti kontrolnich vzorktl apod.), i kdyz, jak autorka
uvadi, je jeji vlastni prace pouze &asti rozsahlejsi studie provadéné na ULBG 3. LF UK v Praze. Tim spise by viak
mélo byt uvedeno vice informaci o celé této studii (zaclenéni do SirSiho kontextu), tak, aby ¢tenaf mohl doty¢nou
problematiku 1épe pochopit.

Vv

formalniho charakteru a par dotazii. K formalni strance véci: prace je psdna ve slovensting, takze jsem ne vzdy mohla
posoudit gramatickou spravnost. Domnivam se vSak, ze az na drobnosti (obcas chybé&jici ¢arky za vedlejsimi vétami,
chybéjici nebo naopak piebyvajici mezery v ur€itych ptipadech - °C, %, zkratky Obr./Tab., tisice) je to v pofadku a
také mnozstvi preklept a anglisma je minimalni. Ne vzdy jsou geny znaCeny kurzivou, jak by spravné mély byt (a
naopak nékdy je kurziva pouzita pro protein). Ne vSechny zkratky jsou uvedeny v seznamu zkratek na zacatku prace
(jde hlavné o zkratky chemikalii — neni celkem tfeba vysvétlovat EDTA, SDS, ptipadné DMSO, ale co tfeba znamena
zkratka IPTG? Naopak bézné zkratky typu Tab., Obr., DNA, A, G, C, T v seznamu byt nemuseji). Na str. 23 —
heterodimer DQ neni tvofen geny, ale proteiny, DQB1*0302 a DQA1*0301 nejsou geny, ale alely. V Tab. 15 je
ziejmé v prvnim sloupci nespravné pouzita zkratka DR misto DRB1? Na str. 74, fadku 6 je ziejmé pieklep (ménici
vyznam) — misto *201 ma byt *301? To vSechno jsou nicméné pouze drobnosti, které zminuji spiSe proto, ze
k povinnostem oponenta patii hodnotit i tuto stranku prace; z formalniho pohledu je prace celkové kvalitni.

Autorka v praci cituje celkem 88 studii, pficemz v Seznamu pouzité literatury chybi Harrison et al. 2008 (str. 10),
Todd a Bain 1992 (str. 22), Sambrook et al. 1989 (str. 58), Wilson a Jones 1985 (str. 31) — v poslednim pfipadé¢ mam
z kontextu podezieni, Ze jde ve skute¢nosti o druhotné piejatou citaci. Naopak piebyvaji prace Nambam et al. 2010 a
Sanjeevi 2002, jejichz citace jsem nenasla nikde v textu. Citace Karvonen et al. je na str. 12 uvedena s vroc¢enim 1996
a v Seznamu literatury 1993, obdobné citace Huber et al. 2013/2008. Citace Hober 2010 (str. 16) je v Seznamu
literatury uvedena jako Hober a Sane, citace Cheng et al. 2011 je v Seznamu literatury uvedena jako Cheng a Riggs.
Citace Croce et al. 2002 (str. 31) je v Seznamu literatury uvedena jako Di Croce et al., citace Kontsek a Kontsekova
(str. 20) ma v Seznamu literatury piechozené autory. Pismeno Ch by v &estiné (resp. slovenstiné) mélo byt zafazeno az
za H? Prace Nepom a Kwok je v Seznamu literatury uvedena dvakrat. Autorka také pravidelné neuvadi rok vydani
citované prace v zavorkach pfimo za jmény autord v piipadech, kdy jména autorii zatazuje rovnou do toku véty (napf.
,Pateraki et al., ktori merali ...“) — na konci pfisluSné véty/odstavce pak tuto citaci nicméné vzdy jiz spravné
zopakuje. V nazvech praci v Seznamu literatury by mélo byt sjednoceno pouzivani velkych/malych pismen na zacatku



slov, obéas je nespravné zkracené slovo z nazvu asopisu; chvalim v8ak autorku, Ze v jinych ohledech je zpisob citaci

az na drobné vyjimky jednotny.

Dotazy: kromé vyse zminéné otazky tykajici se vztahu DNA metylaci a jinych autoimunitnich onemocnéni u ¢lovéka

mam jesté nasledujici otazky:

1)
2)

3)

4)

5)
6)
7)

Zaveér:

k Ptehledu literatury: zbéznym prizkumem jsem narazila na problematiku arzénu jako mozného exogenniho
spoustéce T1DM. Mohla by nas autorka informovat, co se o tom v soucasnosti vi?

k Metodice — co si mam piedstavit pod symbolem nekone¢na pro Cas zavéreéné inkubace u bisulfitové
konverze (Tab. 5)?

k Metodice — jestlize byl jako endogenni kontrola pro kvantitativni real-time PCR pouzit gen DRA, jsou
k dispozici doklady o tom, Ze je to skute¢né vhodny referenéni gen (tj. jeho exprese zustava stabilni, nelisi se
mezi jedinci, mezi pacienty a zdravymi osobami, nebo (pfinejhor$im) alesponi V ramci studovaného souboru
pacientti?

k Vysledkim — v Obr. 7 a 8 znaci chybové tseCky SD nebo SEM? V Obr. 12 zna¢i znazornéné usecky
pramérnou hodnotu?

k Vysledkiim — symboly E a U ve vzorcich na str. 68 znamenaji v obou pfipadech totéz, tj. u¢innost assaye?

k Vysledkim — jak byl zvolen interval <0,70; 1,30> pro vylou¢eni odlehlych hodnot (str. 69)?

k Vysledkiim a Diskusi — bude se autorka nebo jeji kolegové z laboratofe dale pokouset o stanoveni stupné
metylace i u téch alel DBQ1 genu, které se ji nyni nepodafilo amplifikovat (aby tak mohla ziskat data na
skute¢né prokazani/vyvraceni souvislosti mezi DNA metylaci a relativni expresi alel)?

| ptes vSechny uvedené vytky a pfipominky se domnivam, ze diplomova prace ke svému hlavnimu ucelu — naucit
studentku zpracovat literarni reSersi na dané téma, spravné provadét a popisovat experimenty, hodnotit ziskana data a
(alespon castecné) i vyvodit z nich urcité zaveéry — poslouzila a miize byt pfijata jako vysokoskolska kvalifikacni prace

pro ziskani titulu Magistr. Navrhuji ji hodnotit stupném velmi dobfe.

V Praze, 6.9.2014

RNDr. Dana Hola, Ph.D.



