
Oponentský posudek diplomové práce Marka Černocha 

nazvané 

„Studium epigenetické regulace HLA genů II. třídy na úrovni histonových modifikací“ 

 

Diplomová práce Marka Černocha vznikla na Oddělení obecné biologie a genetiky Třetí lékařské 

fakulty UK pod vedením doc. MUDr. Marie Černé. Práce je součástí rozsáhlejšího výzkumného 

projektu pracoviště věnovaného vlivu epigenetické regulace MHC genu II. třídy na autoimunní 

onemocnění, obzvláště na diabetes mellitus prvního typu.  

Cílem práce bylo určit vztah mezi úrovní exprese a histonovými modifikacemi v promotorovém úseku 

MHC genu II. třídy DQA1 v závislosti na QAP alele promotoru. Marek Černoch za tímto účelem 

stanovoval úroveň exprese genu DQA1 a histonové modifikace v oblasti promotoru ze vzorků 

periferní krve 23 zdravých dobrovolných dárců. Úroveň transkripce stanovoval pomocí kvantitativní 

PCR, histonové modifikace analyzoval chromatinovou imunoprecipitací. V souboru analyzovaných 

dárců zjistil, že exprese QAP alely 3.1 byla zvýšená oproti ostatním alelám a že alela 4.1 se exprimuje 

naopak významně méně. Vztah mezi genovou expresí a histonovými modifikacemi promotoru 

určenými pro DQA1 alely *01, *02, *03 a *05 analyzovaný Spearmanovým korelačním koeficientem 

nedosáhl statistické signifikance. 

Negativní výsledek Spermanova statistického testu nevylučuje, že hledaný vztah mezi genovou 

expresí a histonovými modifikacemi promotoru existuje. Mohl by být popřípadě nalezen při analýze 

většího počtu dárců, při použití jiných protilátek (např. triMeH3K27, diMeH3K4), nebo volbou jiných 

primerů pro vyhodnocení chromatinové imunoprecipitace. Mimo zvolené cíle diplomové práce by 

byla pro projekt pertinentní též analýza metylace CpG DQA1 promotoru. Marek Černoch zvládl velmi 

dobře metody nutné pro epigenetická analýzy a své výsledky adekvátně interpretoval. Ke kladným 

momentům předkládané diplomové práce patří kritický přístup, založený na rigorózním používání 

vhodných statistických testů. Autor se nenechal zlákat skutečností, že hledaný vztah mezi genovou 

expresí a histonovými modifikacemi promotoru je statisticky významný při použití v daném případě 

nevhodného testu Pearsonova. 

Po formální stránce je práce členěna na Úvod, Literární přehled, Cíle práce, Materiál, Metody, 

Výsledky, Diskusi, Závěr, a Seznam použité literatury. Práce je napsána čtivou angličtinou.  

K práci mám několik připomínek, ke kterým by se diplomant měl v průběhu obhajoby vyjádřit. 

Všeobecná kritická připomínka 

Práce je sepsána nevyrovnaným způsobem. Po dobře sepsaném literárním úvodu následují 

redundantní kapitoly Materiál a Metody, obtížně sledovatelná kapitola výsledků, následovaná 

opět dobře napsanou diskusí a závěry. Ačkoliv jsou obecné informace o epigenetice, MHC a 

autoimunitě v literárním úvodu jasně formulovány, lepší pochopitelnosti výsledkové části by 

velmi prospěla kapitola věnovaná struktuře MHC genu II. třídy DQA1 a jeho promotoru 

s uvedením lokalizace použitých primerů. Volba primerů pro chromatinovou imunoprecipitaci by 

měla být vysvětlena. 



 

Dílčí připomínky 

1. V části metod je popsána isolace leukocytů, buněk CD14 a CD19. Ve výsledkové části není 

uvedeno, které buňky byly sledovány. Nezdá se, že by byly analyzovány 3 typy buněk. 

2. V imunoprecipitačních experimentech postrádám negativní kontrolní protilátky (IgG, isotyp). 

3. Obrázky 6.1. a 6.3. nejsou popsány. 

4. Velká část údajů v kapitole Materiál je nadbytečná. Smysl prezentace podsložek jednotlivých 

složek Materiálů je nejasný a zmatečný: Proteinasa K má jako podsložky 6M NaCl a 100% 

etanol (str. 23), i když tyto jsou použity až v krocích následujících jejímu použití (str. 29), 

navíc, etanol je na str. 29 uváděn jako 96%. Není jasný smysl uvádění zkratek složek kitu 

QIAamp RNA Blood Mini Kit (str. 23). Monoklonální protilátky nejsou uvedeny jako součást 

Chromatinová imunoprecipitace (str 25). U mnohých složek není uveden výrobce. RCLB na 

str. 23 je popsán jinak než na str. 29. 

5. Bílé krvinky v bodech 1) a 2) byly centrifugovány při 18 000 g (str. 29). Nedošlo při tomto 

tíhovém zrychlení k jejich destrukci? 

6. Jak byla kontaminující RNA v DNA stanovována pomocí poměru A260/A280 a A260/A240 (str. 

31)?.  

7. Není jasné, jak byly alely QAP a asociované haplotypy určeny na základě bisulfitové 

sekvenace (nadpis tabulky 6.3). 

8. V anglickém textu by bylo vhodné používat desetinné tečky, ne čárky.  

9. Po tečce za předcházející větou by nemělo následovat v anglickém textu číslo na začátku věty 

následující. 

10. Počet atomů v chemických formulích by měl být vyjádřen jako index.  

11. Mikro litry by měly být zkracovány řeckým „“, nikoliv „u“. 

 

Závěrem lze konstatovat, že Marek Černoch přes některé kritické připomínky vyhověl požadavkům 

kladeným na úroveň diplomové práce. Zvládl teoreticky i prakticky epigenetické přístupy ke studiu 

regulace HLA genů II. třídy, spolu s kritickým hodnocením výsledků. Práci proto doporučuji přijmout 

k obhajobě. 

 

 

V Praze 6. září 2014      RNDr. Ivan Hirsch, CSc. 


