Oponentsky posudek na diserta¢ni praci Mgr. Pavla éepka »Epigeneticka regulace HLA

antigenu II. tfidy a jejich role u autoimunitnich onemocnéni*

Disertacni prace se zabyva velmi aktualni a atraktivni, ale dosud pomérné opomijenou oblasti
epigenetiky autoimunnich chorob. Konkrétné je zaméfena na srovnavaci analyzu epigenetickych
regulaci exprese jednotlivych alel kodujicich HLA glykoproteiny II. tfidy u zdravych darct a u
pacientli s diabetem prvniho typu (D1T). Jedna se o praci ze znacné ¢asti soustiedénou na etablovani
dostate¢né velké a dobfe charakterizované kohorty pacientli a zdravych kontrol, zavedeni a uplatnéni
vhodnych metodik a poté na ziskani dat. Experimentalni pfistup byl popisny, funkéni experimenty

zaméiené na objasnéni biologickych mechanism nebyly provadény.

Jednotlivé deklarované cile prace byly (i) HLA genotypizace diabetickych pacientd a zdravych
kontrol, (ii) analyza mRNA exprese jednotlivych HLA-DQAI alel, (iii) detekce DNA methylace
promotorového Useku HLA-DQAI alel a (iv) odhaleni mozné zavislosti mezi DNA methylaci
promotoru HLA-DQAI a expresi pf'l’sluénéhd genu. Cile byly v podstaté splnény a ziskana data, ktera
byla publikovana. Nicméné pocet analyzovanych vzorki s ohledem na mnozstvi analyzovanych alel a
na fakt, ze DIT je multifaktorialni onemocnéni, nebyl dostate¢ny, aby umoznil ziskat dostatecné
robustni statisticky signifikantni data, na jejichz zakladé by bylo mozno asociace mezi expresi alel,

methylaci jejich promotorovych oblasti a predisposici k D1T potvrdit nebo vyloudit.

Teoreticka ¢ast prace piedstavuje logicky a dobfe strukturovany literarni ivod do problematiky
feSené v ramci prace. Pomérné velky prostor je vénovan obecné epigenetice, kapitola tykajici se
autoimunitnich onemocnéni je témét vyhradné vénovana diabetu prvniho typu. Chybi literarni piehled
o soudasném stavu poznani v epigenetice autoimunitnich chorob a také o epigenetickych regulacich

exprese HLA glykoproteint druhé tiidy.

Metody jsou podrobné popsany. Pro experimenty byl dulezity vybér endogennich kontrol pro
kvantifikaci exprese genli. Zde byly vybrany kontroly PPIA jako gen, jehoZ exprese se nejméné
ménila a dale gen HLA-DRA regulovany stejnymi faktory jako HLA-DQAI, coz umoznilo sledovat

relativni expresi jednotlivych alel v ramei exprese genli kédujicich MHC glykoproteini 11. tidy.

V ramci experimentalni prace byla nejprve provedena charakterizace souboru pacientii a kontrol a

genotypizace HLA véetné genetické charakterizace alel promotoru DQAI (QAP). V tabulce Tab. 18



(haplotypy pacientt a kontrol) je uvedeno, Ze haplotypy kontrol byly vybréany z vétsi kohorty tak, aby
co nejvice odpovidaly haplotyptim diabetikli. Tato redukce je v pofadku pro analyzy, kde je napf.
srovnavana exprese jednotlivych alel u kontrol a vzork z T1D, zde vSak by pro srovnani rozdil

v zastoupeni jednotlivych haplotypti méla byt data z celé kontrolni kohorty.

V dalsi ¢asti prace byly analyzovany relativni hodnoty exprese jednotlivych alel DQAI. Jak jiz
bylo zminéné, hodnoty normalizovany k expresi gentt HLA-DRA nebo PPIA. V piipadé normalizace
ke genu HLA-DRA byla podle ocekavani pozorovana nizsi variabilita. Tento metodicky piistup dvoji
normalizace je dobie zvoleny a mél by umoznit analyzy, jak se méni exprese alel v zavislosti na
celkovou aktivaci exprese gent kodujicich MHC glykoproteiny II. tfidy a obecné aktivace imunitniho
systému. Vzhledem k tomu, Ze rozdil v expresi alely DQA1*0201 mezi kontrolni skupinou a T1D
pacienty byl na hrané statistické vyznamnosti, byly exprese této alely dale studovany a ukazalo se, ze
v piipadé heterozygotii u diabetickych pacientl proti kontrolam je nizsi exprese ve srovnani s druhou

alelou. Tato data vSak bude nutno jesté ovéfit na vétSim souboru.

V dalsi fazi byla prace soustx‘edéna: na mapovani jednotlivych methylaénich mist v promotorech.
Tato data, i kdyz nebyly nalezeny signiﬁkaﬁtni rozdily mezi skupinami, povazuji za v rdmci prace za
prioritni, protoze byly poprvé podrobné¢ zmapovany meth&laéni profily jednotlivych alel promotori
HLA-DQA 1. Metodou sekvenovani klont po bisulfitové konverzi bylo ziskano 202 sekvenci ze vzorki
z TID pacienti a 201 'kontrolnich vzorkd. Byly zjistény rozdily mezi methylaci jednotlivych alel, ale
nebyly nalezeny korelace s jejich expresi ani mezi vzorky z kontrol nebo pacientii s T1D. Problémem
je, ze byly analyzovany jednotlivé ziskané sekvence a neni jasné, kolik vzorku, respektive kolik
pacient bylo analyzovano. Nebyly také analyzovany individualni rozdily v methylacich promotori

stejnych alel.

Prace poskytuje kvalitni metodicky zaklad a pilotni vysledky, na které by mohl navazovat dalsi
originalni vyzkum, ktery pfinese nové objevy v dosud opomijené oblasti epigenetiky autoimunnich
chorob. Etablované kohorty a ziskané vzorky a zvladnutda naro¢na metodika také umoznuje
epigenetické analyzy dalSich gent (zajimavé by bylo doplnit analyzy HLA genl napi. analyzami
exprese a methylace gend kodujicich napi. FoxP3 v Treg butikach, CTLA4 nebo dalsi kostimula¢ni
molekuly), které by mohly piispét k hlubsimu porozuméni dileZitosti epigenetickych regulaci v
rozvoji diabetu a autoimunnich chorob obecné. Pro ziskani signifikantnich vysledki vSak bude
vzhledem k mnoZstvi existujicich DQAI alel a mnozstvi' dalSich proménnych nutno rozsifit pocet

analyzovanych vzorkd. N
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Disertaéni Cesky psana prace klasicky ¢lenéna (literarni uvod, cile prace, metodika, vysledky,
diskuse, zavér, cca 150 citaci) a doplnéna publikovanymi ¢lanky v prilohach. Po formalni strance jsou

prace i autoreferat velmi kvalitni a dobif'e napsané bez vyrazngjSich chyb.

Zavérem lze Fici, ze Mgr. Pavel Cepek predlozil kvalitni disertaéni praci, prokéazal schopnost
samostatné védecky pracovat. Ziskal nova data, ktera byla publikovana ve dvou publikacich, u jedné je
prvnim a jedné tfetim autorem. Doporucuji proto, aby prace byla prijata jako podklad pro udéleni

titulu PhD.

Dotazy k diskusi:

1. V Tab. 2 (podle Simmonds M et al., 2007) jsou presentovany asociace jednotlivych
autoimunnich onemocnéni s alelami HLA gent II. Ttidy. Je jiz néco znamo o asociacich

s Grovnémi jejich exprese, piipadné s jejich epigenetickymi regulacemi?

2.V Tab. 18 (haplotypy pacientl a kontrol) uvadite, ze uvadite, Ze haplotypy kontrol
byly vybrany z vétsi kohorty tak, aby co nejvice odpovidaly haplotyplim diabetikil. V tabulce
viak uvédite signifikanci rozdild mezi skupinami. MiZete uvést, jaké by byly statistické

rozdily, pokud byste v analyze pouzili data z celé kontrolni kohorty?

3. Byly zjistény signifikantni rozdily v expresi HLA-DRA  (endogenni kontrola
odpovidajici expresi HLA) vzhledem k expresi genu PPI4 u kontrolnich vzorki a vzorkd

z T1D pacientd?

4. Kolik bylo analyzovanych klont v jednotlivych analyzach methylace DQAI
promotordl z jednoho vzorku/pacienta, byl podet standardizovan a byly piipadné zjist€ny

signifikantni rozdily mezi jednotlivymi jedinci?
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