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POSUDEK

Prace je napsana srozumitelng, formalni Gprava prace je v poradku. Vlastni praci tvoii 81stran
textu, dale jsou pak ptiloZeny publikace autora, které se ptimo vztahuji k tématu prace.

Vyjadreni se k aktudlnosti FreSeného tématu: Jedna se o mimoradné aktudlni téma
vzhledem k tomu, Ze rozSifujici se znalosti tykajici se epigenetickych mechanismi méni od
zékladii naSe tradi¢ni vnimani vyznamu genetické informace i jejiho transgenera¢niho
pfenosu. V praci je studovana konkrétni autoimunitni choroba, diabetes mellitus 1.typu
(DM1). DM predstavuje zdravotnicky i socioekonomicky problém, jehoZ vyfeSeni neni,
myslim, realné v blizké budoucnosti ocekavat. Jedna se o druhou nejéastéjsi formu diabetu,
ktera jen v CR postihuje n&kolik desitek tisic osob. Pies zavedeni modernich lécebnych
postupti (nové typy inzulint, lé¢ba inzulinovou pumpou, glukézové senzory) se jedna o
diagnézu vyZadujici dozivotni aplikaci inzulinu a v mnohych ptipadech diky riziku vzniku
chronickych i akutnich komplikaci znamena pro pacienta vyznamné zhor3eni kvality Zivota,
ptipadné i zkraceni oekavané doby doziti. To vSe je spojeno s narustem ekonomické zat&ze
pro spole¢nost. Nemiizeme o¢ekavat vyznamné zlepSeni situace, pokud v prvé fadé 1épe
neporozumime patogenetickym mechanismiim vzniku onemocnéni. Domnivam se, Ze

s intenzivnim vyzkumem (imuno)patogeneze DM1 ptibyvaji nové a nové otazky. Napiiklad
pro¢ n€kdo, majici podle naSich dostupnych znalosti stejné genetické riziko vzniku DM1 jako
pacient s DM1, touto chorobou nikdy neonemocni a jiny zase onemocni tfeba az pozdgji

v dospélosti. Odpovéd’ bude patrn€ praveé v oblasti epigenetiky. Znalost epigenetickych
mechanismu a jejich vyznamu nam téZ pomaha pochopit, pro¢ se tak vyznamné pfi vzniku
DM1 uplatiiuji faktory zevniho prostiedi. To zase skyta jisté moznosti prevence.

Vyijddreni se k pouzitym metoddam a postupum: Ve studii zaméfené na jeden

z nejvyznamnéjSich s DM1 asociovanych gent (HLA-DQAI) byla pouzita reprezentativni
Skala modernich molekularné genetickych metod. Jednalo se o izolaci DNA, RNA,
bisulfitovou konverzi ménici nemetylovany cytosin na uracil, amplifikaci pomoci nested
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PCR, PCR produkty byly klonovany (vektorovy konstrukt byl vlozen do baktérie E.coli) a
byla provadéna kvantitativni PCR s porovnanim oproti dvéma endogennim kontrolam. Bylo
vySetieno 61 pacientl s potvrzenou diagnézou DM1 (zaroveti byla provedena preselekce
pacientil na zakladé vysledki HLA genotypizace) a 39 zdravych, vékoveé srovnatelnych
kontrol (téz byla provedena preselekce na zakladé haplotypu HLA). Soubor pacientu byl
ponekud dispropor¢ni stran zastoupeni pohlavi (45 muzi a jen 16 Zen).

Detailné jsou v predlozené praci vysvétleny i pouzité statistické metody.
Design studie hodnotim tedy pozitivng.

Vyjadreni se k vysledkim:

Ve studii nebyl mezi analyzovanymi skupinami nalezen signifikantni rozdil v expresi DM1
asociovanych vs. protektivnich alel. Totéz se tykalo metyla¢niho profilu (celkového i
jednotlivych CpG dinukleotidit). Coz je pon¢kud piekvapivé. Zajimave je, Ze v kontrolnim
souboru méla v porovnani s pacienty s diabetem signifikantné vyssi expresi alela
DQAI*02:01, ktera je soucasti DM1 neutralniho haplotypu. Autor v diskusi velmi kvalitné
rozebird mozné vysveétleni a dopad tohoto pozorovani.

Zavérecné vyjadieni oponenta:

V primé souvislosti s praci jsou uvedeny dva ¢lanky v prestiZnich imunologickych
casopisech s IF (4.078 resp. IF 2.483), kde je Mgr. Cepek prvnim autorem, resp.
spoluautorem. Tim je jasné dokazina védecka zpusobilost uchazece.

Celkové se jedna o velmi kvalitni praci, byt’ o¢ekavani autora stran vysledki nebyla asi
zcela naplnéna. To ovSem hodnotim zvlast’ pozitivné, protoZe ne zcela pozitivni vysledek
je také vysledek, pouze se hiii'e publikuje. Tento handicap student spolu se svymi
spolupracovniky opravdu uspéSné prekonal, kdyzZ jejich vysledky prosly niaroénou
oponenturou v takovém Casopise jako je ¢asopis Immunology. Vysledky prace navic
podtrhly vyznam dalSiho studia epigenetickych mechanismi. PFitomnost urité alely je
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moderni genetika.

Jednoznaéné doporuéuji, aby byl Mgr. Cepkovi udélen titul Ph.D.

Otazky:

1. yByla provedena analyza vysledku stran klinickych parametri? Konkrétn€ mam na
mysli, zda byly vysledky n&jak ovlivnény naprtiklad témito parametry: v&k pacienta
pi1 manifestaci choroby, ptitomnost ketoacidozy pii manifestaci, ptitomnost dal3ich
autoimunitnich chorob, BMI?

2. Jaky méli pacienti s DM1 vyskyt DM1 a/nebo jinych autoimunitnich chorob u svych
ptibuznych (prvo- a druhostupiiovych)? Pokud by bylo mozné vytvotit dvé dostate¢né
velké skupiny pacienti s a bez pozitivni rodin. Anamnézy — byl by mezi skupinami
rozdil ve vysledcich?

3. Jakeé jsou z hlediska vzniku DM1 praktické moznosti (literarni zkuSenosti) stran studia
dalsich epigenetickych mechanismu, které autor velmi pe€kné€ popisuje v ivodu prace?
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4. Jaka je situace, myslim tim literarni znalost, stran vyznamu epigenetickych
mechanismut u dal$ich autoimunitnich chorob?
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