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Nazev prace:
Studium epigenetickych regulaci HLA genu I1. tridy v ramci pribuzenskych vztahi

Cile prace

Popsat epigenetické modifikace pro gen HLA DQAI na pozadi pokrevnich pribuzenskych
vztahi a jejich srovnani mezi generacemi.

1) Genotypizace geniit HLA DQAI, HLA DOB1 a HLA DRBI pomoci sekvencné specifickych
primeril.

2) Urcit rozdily v metylaci DNA promotorové oblasti genu HLA DQAI.

3) Urcit rozdily v metylaci a acetylaci histonu H3 v promotorové oblasti genu HLA DQOAI.
4) Pomoci kvantitativni PCR stanovit miru exprese jednotlivych alel genu HLA DQA.

Struktura (¢lenéni) prace, odpovida pozadovanému? ANO NE

Rozsah prace (pocet stran): 98

Je uveden anglicky abstrakt a klicova slova, ANO NE

Je uveden seznam zkratek? ANO NE

Seznam zkratek je velmi podrobny, nékteré zkratky jsou spise vysvétlivkami (napr. Ze jde o
gen, nekodujici RNA, histon acetyltransferdazu) nez vysvétlenim konkrétni zkratky.

Literarni prehled:

Odpovida tématu? ANO NE

Je napsan srozumitelné? ANO NE

Pouzil(a) autor(ka) v resersi relevantni udaje z literarnich zdroji? ANO NE

Jsou pouzité literarni zdroje dostatecné a jsou v praci spravné citovany? ANO NE
Pouze v nékolika pripadech nejsou v seznamu literatury vypsani vSichni autori ale jen prvni
autor a ,.et al*.

Material a metody:

Odpovidaji pouzité metody experimentalni kapitole? =~ ANO NE

Kolik metod bylo pouzito? Velké mnozstvi riiznorodych metod (izolace DNA, RNA z krve,
reverzni transkripce, nested PCR, qPCR, restrikcni Stépeni, sekvenovani, izolace riiznych
typu leukocytu, crosslinkovani, bisulfitova konverze).

Jsou metody srozumitelné popsany? ANO NE
Metody jsou velmi detailné popsany, je mozné je okamzité pouzit pro zopakovani
experimentu. Drobny nedostatek: sloZeni roztokii je ¢asto psané v gramech a mililitrech na
urcity objem, namisto koncentraci.

Experimentalni ¢ast:

Je vysvétlen cil experimenti? ANO NE

Je dokumentace vysledkl dostacujici?  ANO  NE - v ¢em jsou nedostatky?
Chybi jakakoliv data z izolovanych CD14 a CD19-pozitivnich bunék, jimz je vénovana
rozsahla sekce metod a vysledky jen jednou vétou zminuji, Ze data nebyly pouzity k analyze
kviili velmi malym koncentracim v krvi nékterych darcu. Tyto experimenty nejsou zminéeny
ani v diskuzi.

Postacuje mnozstvi experimentl k ziskani odpovédi na zadané otazky?

ANQO NE - co chybi, v ¢em je nedostacujici?

Prace poskytuje pouze dilci vysledky, které jsou soucasti rozsahlé studie. Prestoze vétsina dat
neukazuje statisticky vyznamné rozdily, mnozstvi a kvalitu experimentalni prace, které autor
odvedl, povazuji za zcela dostacujici pro ucely diplomové prace a predlozené vysledky budou
velmi diilezité v kontextu dalsich dat dané laboratore a oboru.




Diskuze:

Je opravdu diskuzi, nejde jen o konstatovani vlastnich vysledkti? ANO NE

Jsou vysledky porovnavany s literaturou? ANO NE

Jsou uvedeny néjaké hypotézy ¢i navrhy na dalsi feSeni problematiky? ANO NE
Prvni polovina diskuze se zabyva zdiivodnénim, pro¢ byla studie provadena v kontextu
relevantnich publikaci a jak byli vybirani darci krve. Druha cast diskuze se zabyva
zhodnocenim vysledkit samotnych a jejich porovadnim s dostupnou literaturou. Diskuze je
doplnéna o informaci, jak budou ziskané vysledky zapracovany do rozsdhlejsi studie. Navrhy
na dalsi reseni problematiky v diskuzi nejsou, ale jsou popsdany na konci sekce zaver.

Zavéry (Souhrn) :
Jsou vystizné? ANO NE

Formalni iroven prace (obrazova dokumentace, grafika, text, jazykova troven):

Prace je napsand peclivé a peknou cestinou. Styl textu obcas odpovida spis mluvené
predndasce nez psanému projevu, ale o to je text srozumitelnéjsi. Prace je prehledné clenéna
a doplnéna obrazky. Obcas se vyskytuji preklepy, zejména v cizich slovech a anglickych
vyrazech — autorovi do budoucna doporucuji peclivou kontrolu slov, ktera Word neopravuje.
V anglickém textu se casto objevuje pro anglictinu nevhodny poradek slov ve vete. Tyto
drobné chybicky nijak nesnizuji formalni uroven prace.

Splnéni cili prace a celkové hodnoceni:

Vsechny stanovené cile byly splnény, jednotlivé kapitoly diplomové prace byly vypracovainy
v souladu s pozadavky oborové rady. Podle diplomové prdce soudim, Ze autor vénoval
dostatek casu a usili experimentalni praci v laboratori, studiu literatury a sepsani diplomové
prdce a doporucuji praci k obhajobe.

Otazky a pripominky oponenta:

1)V sekci 2.5.5 jsou popsany 2 faze demethylace primordidalnich zarodecnych bunék v 8. a
11. dni embryonalniho vyvoje, neni zde ovsem uvedeno u jakého organismu. Prosim o
doplnéni a srovnani, zda je znamo, kdy probihd demethylace primordidlnich zdrodecnych
bunek u cloveka (tedy organismu, kterym se cela prace zabyva).

2) Metody jsou krasné detailné popsany, coz mi bohuzel umoznilo vsimnout si nékolika
netypickych postupii.

a) V sekci 5.1.6 pouzivdte pro prvni kolo nested PCR koncentraci MgCly, kterd vychdzi
jako 6 mM. S tak vysokou koncentraci jsem se jesté nesetkala, z jakého ditvodu byla
pouzivana?

b) V sekci 5.5.2 pouzivate pro reverzni transkripci teplotu 37 °C, coz je suboptimalni podle
vyrobce dané polymerazy a RT pufr je v konecné koncentraci 2X koncentrovany. Vysvétlete
prosim, zda jde o dusledky optimalizaCce nebo preklepy v tabulce.

3) Podle rodokmenii rodin, sourozenci oznaceni C+D, E+F a L+M zdédili vzdy stejnou sadu
6 studovanych haplotypii. Jak si tento jev vysveétlujete?

4) Podle porovnani methylace DNA v regulacni oblasti genu HLA DQAI pozorujete
statisticky vyznamné rozdily mezi 1. a 3. generaci, které interpretujete jako rust trimethylace
H3K9 u alely *01 s vékem a pokles miry DNA methylace CpG mist s vékem. Podle ceho
soudite, Ze se jedna o zménu methylace v prubéhu Zivota a ne o odlisnou miru methylace u
danych jedincii celoZivotneé?
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