Oponentsky posudek diplomové prace Marka Cernocha
nazvané

,Studium epigenetické regulace HLA genti Il. tfidy na drovni histonovych modifikaci“

Diplomové prace Marka Cernocha vznikla na Oddéleni obecné biologie a genetiky Tieti |ékarské
fakulty UK pod vedenim doc. MUDr. Marie Cerné. Prace je souéasti rozsahlej$iho vyzkumného
projektu pracovisté vénovaného vlivu epigenetické regulace MHC genu Il. tfidy na autoimunni
onemocnéni, obzvlasté na diabetes mellitus prvniho typu.

Cilem prace bylo urcit vztah mezi Urovni exprese a histonovymi modifikacemi v promotorovém Useku
MHC genu II. tfidy DQA1 v zavislosti na QAP alele promotoru. Marek Cernoch za timto Géelem
stanovoval Uroven exprese genu DQA1 a histonové modifikace v oblasti promotoru ze vzorkl
periferni krve 23 zdravych dobrovolnych darct. Urover transkripce stanovoval pomoci kvantitativni
PCR, histonové modifikace analyzoval chromatinovou imunoprecipitaci. V souboru analyzovanych
darcu zjistil, Ze exprese QAP alely 3.1 byla zvySena oproti ostatnim aleldm a Ze alela 4.1 se exprimuje
naopak vyznamné méné. Vztah mezi genovou expresi a histonovymi modifikacemi promotoru
ur¢enymi pro DQA1 alely *01, *02, *03 a *05 analyzovany Spearmanovym korela¢nim koeficientem
nedosahl statistické signifikance.

Negativni vysledek Spermanova statistického testu nevylucuje, Ze hledany vztah mezi genovou
expresi a histonovymi modifikacemi promotoru existuje. Mohl by byt popfipadé nalezen pfi analyze
vétsiho poctu darcl, pfi pouziti jinych protilatek (napf. triMeH3K27, diMeH3K4), nebo volbou jinych
primerQ pro vyhodnoceni chromatinové imunoprecipitace. Mimo zvolené cile diplomové prace by
byla pro projekt pertinentni té7 analyza metylace CpG DQA1 promotoru. Marek Cernoch zvladl velmi
dobfe metody nutné pro epigeneticka analyzy a své vysledky adekvatné interpretoval. Ke kladnym
momentlm predkladané diplomové prace patfi kriticky pristup, zaloZeny na rigoréznim pouzivani
vhodnych statistickych test(l. Autor se nenechal zlakat skutecnosti, Ze hledany vztah mezi genovou
expresi a histonovymi modifikacemi promotoru je statisticky vyznamny pfi pouziti v daném ptipadé
nevhodného testu Pearsonova.

Po formalni strance je prace ¢lenéna na Uvod, Literarni prehled, Cile prace, Material, Metody,
Vysledky, Diskusi, Zavér, a Seznam pouzité literatury. Prace je napsana ¢tivou angli¢tinou.

K praci mam nékolik pfipominek, ke kterym by se diplomant mél v pribéhu obhajoby vyjadrit.
VSeobecna kritickd pfipominka

Prace je sepsana nevyrovnanym zplsobem. Po dobie sepsaném literarnim Uvodu nasleduji
redundantni kapitoly Material a Metody, obtizné sledovatelna kapitola vysledkd, nasledovana
opét dobfe napsanou diskusi a zavéry. Ackoliv jsou obecné informace o epigenetice, MHC a
autoimunité v literarnim Gvodu jasné formulovany, lepsi pochopitelnosti vysledkové ¢asti by
velmi prospéla kapitola vénovana struktufe MHC genu Il. tfidy DQA1 a jeho promotoru

s uvedenim lokalizace pouZzitych primerd. Volba primer( pro chromatinovou imunoprecipitaci by
méla byt vysvétlena.



Dilci pFfipominky

1.

V ¢asti metod je popséana isolace leukocytll, bunék CD14 a CD19. Ve vysledkové ¢asti neni
uvedeno, které buriky byly sledovany. Nezda se, Ze by byly analyzovany 3 typy bunék.

V imunoprecipitacnich experimentech postradam negativni kontrolni protilatky (IgG, isotyp).
Obrazky 6.1. a 6.3. nejsou popsany.

Velka ¢ast udaja v kapitole Material je nadbytecna. Smysl prezentace podslozek jednotlivych
sloZzek Materidld je nejasny a zmatecny: Proteinasa K ma jako podslozky 6M NaCl a 100%
etanol (str. 23), i kdyz tyto jsou pouzity aZ v krocich nasledujicich jejimu pouZiti (str. 29),
navic, etanol je na str. 29 uvadén jako 96%. Neni jasny smysl| uvadéni zkratek slozek kitu
QlAamp RNA Blood Mini Kit (str. 23). Monoklondlni protilatky nejsou uvedeny jako soucast
Chromatinova imunoprecipitace (str 25). U mnohych sloZek neni uveden vyrobce. RCLB na
str. 23 je popsan jinak nez na str. 29.

Bilé krvinky v bodech 1) a 2) byly centrifugovany pti 18 000 g (str. 29). Nedoslo pfi tomto
tithovém zrychleni k jejich destrukci?

Jak byla kontaminujici RNA v DNA stanovovana pomoci poméru A260/A280 a A260/A240 (str.
31)>.

Neni jasné, jak byly alely QAP a asociované haplotypy uréeny na zakladé bisulfitové
sekvenace (nadpis tabulky 6.3).

V anglickém textu by bylo vhodné pouzivat desetinné tecky, ne ¢arky.

Po tecce za predchazejici vétou by nemélo nasledovat v anglickém textu Cislo na za¢atku véty
nasledujici.

10. Pocet atom( v chemickych formulich by mél byt vyjadren jako index.

11. Mikro litry by mély byt zkracovany feckym ,,u“, nikoliv ,,u”.

Zavérem lze konstatovat, Ze Marek Cernoch pies nékteré kritické pfipominky vyhovél pozadavkdm

kladenym na uroven diplomové prace. Zvladl teoreticky i prakticky epigenetické pfistupy ke studiu

regulace HLA gend Il. tfidy, spolu s kritickym hodnocenim vysledkd. Praci proto doporucuji pfijmout
k obhajobé.

V Praze 6. zari 2014 RNDr. lvan Hirsch, CSc.



