Oponentsky posudek na diplomovou magisterskou praci Bc. Lucie Tiché

Citlivost spirochet komplexu Borrelia burgdorferi sensu lato k lidskému komplementu: infekéni
potencial vybranych druht

Prace analyzuje mortalitu nékolika druht borélii v zavislosti na inkubaci s lidskym sérem. Préce je
spiSe mensiho rozsahu, coZ ale samo o sobé nepovaZuji za nedostatek, pokud je stru¢nost vyvazend
kvalitou. Clenéni prace odpovida pozadavkiim a jednotlivé oddily jsou rozsahem vyvazené. Nyni

k jednotlivym oddilam.

Uvod je podle mého nazoru nejlépe zpracovanou ¢asti. Autorka predklada srozumitelnou a struénou
reSersi o rznych pavodcich Lymské borelidzy a riznych symptomech, které zavisi na druhu borélie.
Nasleduje popis nemoci a vliv komplementu na infekéni potencial, pribéh nemoci a popis interakce
borélie-hostitel.

K ivodu mam jen par poznamek. Na strané 9 jsou vyjmenovany prozanétlivé cytokiny, ale jsou
uvedeny jako protizanétlivé. Vérim, Ze Slo o prehlédnuti. Dale bych se chtél zeptat, jak se zméni
citlivost borélii k dalSim slozkam imunity po inkubaci s komplementem?

Cile prace nejsou definovany jasné, zejména prvni, druhy a Ctvrty bod. Literdrni studie k tématu neni
cilem préce, stejné jako vycet pouZitych metod. Ctvrty bod nezni jako cil. Cilem je zde vytvofit model
Zivotaschopnosti (v praci jsem takovy model nenasel, co je v tomto pfipadé mysleno modelem).

Metody a material jsou popsany dostate¢né, pouze u pritokové cytometrie by mé zajimalo
nastaveni jednotlivych filtrl, pfedevsim forward scatter. pro¢ u PCR probiha denaturace v kazdém
cyklu 5 minut. Neni to pFilis dlouho? Je to kvtili specifickym vlastnostem spirochetalni DNA?

Vysledky maji nejvice slabin. Dlouho jsem ve vysledcich hledal, k ¢emu byla pouZita PCR, jejiZ popis
v metoddch zabira 2 stranky. Nasel jsem jednu zminku na str. 23. Tady mi pfijde nepomér popsané
metody a ziskaného vysledku. Popis identifikace a Cistoty borélii v kulturdch by si zaslouZil vice
prostoru ve vysledcich.

s wo

Str 24 uvadi, Ze bylo testovano 1200 reakci, tabulka uvadi celkem 120, které Cislo je spravné? Bylo
skute¢né pouZito 10 raznych sér od kazdého z 10 pacientl v kazdé ze 12 skupin? Popis nejasny.

Nyni nejvétsi slabina: PrestozZe bylo k dispozici minimalné 10 vzork( v kazdé skupiné, neni provedena
zadna statistika. A prestoZe neni provedena statistika, jsou zde tvrzeni, Ze ,,mortalita borélii....byla
niz8i u Zen neZz u muzl.” Béhem prezentace musi byt vSéechny prezentované vysledky statisticky
vyhodnoceny a grafy musi obsahovat chybové usecky, at jiZ standardni odchylky nebo standardni
chybu priméru. Ve védecké praci, kde se pracuje s primérnymi hodnotami, je naprosto nezbytné
provadét statistické vyhodnoceni!

U testu citlivosti ke komplementu by mé zajimalo, zda byla pouZzita negativni kontrola
s inaktivovanym sérem a k ¢emu je takova kontrola nutna?

Diskuze je celkem peclivé provedena. Zde mam dveé otdzky: Jak relevantni je 1% nebo 4% mortalita
borélii pfi interakci s komplementem pro jejich infekénost? Osobné mi prijde takova mortalita
zanedbatelnd, souvisi to tedy se zvySenim citlivosti k jinym slozkam imunity (viz prvni otdzka

z Gvodu)?

Na zacatku tfetiho odstavce se autorka dopousti velmi odvazné spekulace. Dle mého nazoru zde
ziskané vysledky nemohou vysvétlit rychlé rozsireni Lymské borelidézy po celém svété. Na str. 29 jsem




nepochopil ¢tvrty odstavec. Jsou uvadény dvé studie, nepochopil jsem, jakou z téchto studii vysledky
této prace potvrzuiji.

Zavér: Odstavec a) tvrdi, Ze vSechny testované borélie jsou potencidlné infek¢ni, Ze LB maze byt
zplUsobena vsemi deseti testovanymi druhy. Existuji druhy borélii, které jsou ke komplementu
mnohem (fadové) citlivéjsi?

Body e) a f) nejsou potvrzeny vysledky, protozZe chybi statistika, viz. poznamky k vysledkim.

Celkové ma magisterska prace Bc. Lucie Tiché svoje svétlé a stinné stranky. Ocenuji prdci s literaturou
a orientaci v tématu. Uvod a diskuze jsou aZ na detaily v pofadku, metodika je popsana dostate¢né.
Co v3ak je bohuZel velkym nedostatkem, je zpracovani vysledkové ¢asti. Vzhledem k mnoZstvi
ziskanych dat bylo mozné provést kvalitni statistickou analyzu a vysledky prezentovat mnohem
prehlednéji. Vysledky sekvenace a analyza Cistoty populaci by si zaslouZila vice prostoru.

V zévéru a diskuzi pak autorka vyvozuje zavéry, které nejsou podle mé adekvatni vyznamu ziskanych
vysledkd. To je spiSe upozornéni pro pripad psani publikace, kde je tfeba mnohem kriti¢téjsi pristup.

Pfedkladanou praci doporucuji k obhajobé a navrhuji Lucii Tiché znamku 2-.

V Ceskych Budéjovicich, 12.1.2016

Jindfich Chmelar
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Magisterskd diplomova prace Lucie Tiché se zabyva potencidlné zajimavym tématem citlivosti riznych
druhl borrelii k lidskému komplementu a navazuje tak na svoji bakalafskou praci zamérenou na
testovani citlivosti borrelii ke komplementu nejriiznéjsich skupin Zivocichli. Magisterska prace ma 42
stran a dle zvyklosti je ¢lenéna na Uvod, cile prace, material a metody, vysledky, diskuzi, zadvér a seznam

vevs

tak pfiméreny a odpovidajici ndroklim na magisterské diplomové prace na Pfirodovédecké fakulté JU.

Uvod ¢&ita 10 stran textu, autorka zde shrnuje zakladni poznatky tykajici se rozsifeni Lymeské borreliézy
ve svété, podrobné se vénuje popisu plvodce onemocnéni, zpracovava zde dostupné informace o
infekénim potencidlu rlznych druhd borrelii pro ¢lovéka, popisuje pribéh onemocnéni u Clovéka,
v dalSich podkapitolach se potom vénuje kompatibilité jednotlivych druhl borrelii s komplementem
rezervoarovych zvifat a interakcim borrelii s hostiteli. Cely tvod ma logickou strukturu, dostate¢né
seznamuje Ctenare s reSenou problematikou, prace s literarnimi zdroji je na dobré Grovni, k této ¢asti
nemam zdsadni vyhrady. Vytkl bych pouze pouZiti prevzatych, dosti nekvalitnich obrazkd a pfilis
strucné legendy k obrazkim.

Cile prace jsou strucné, jasné definované a konkrétni.

Kapitola Materidl a metody je sepsand na 9 strandch, je prehledné ¢lenénd, jednotlivé metody jsou
vysvétleny dostateénym zplisobem. K této kapitole bych mél pouze nékolik pfipominek a dotazl.

1. Vkapitole 3.2.2. je popisovana pfiprava séra z krve testovanych pacientl. Ze struéného popisu
metody to vypad3, Ze autorka pfipravovala spiSe plazmu, nez sérum. Prosim o podrobnéjsi
vysvétleni, jak bylo sérum pfipravovano a do jakych odbérovych zkumavek byla odebirdna
krev. (prosim o komentar pfi obhajobé)

2. V podminkdch amplifikacni reakce na strané 16 je zfejmé chyba, nezda se mi, Ze denaturace
DNA v prlibéhu amplifikace trvala 5 minut.

3. V metodach je dale nékolik drobnych chyb. Napr. spravné je SYBR Green, ne SyberGreen (str.
16), GeneRuler, ne Gene Ruller (str. 17).

Vysledky predloZené prdce jsou shrnuty na 7 strandch, véetné 5 obrazkd a 6 tabulek. V porovnani
s prfedchozim textem musim bohuZel konstatovat, Ze tato kapitola tvofi slabsi ¢ast magisterské prace.
Vyhrady mdm zejména k provedeni a prezentaci ziskanych vysledk(. Autorka testovala citlivost deseti
druhd borrelii k lidskému komplementu. Ze ziskanych dat se potom snaZila definovat rozdily mezi
skupinami pacientl na zékladé véku a pohlavi a urit tak skupinu s nejvy$$im rizikem nékazy.
Postradéam zde jakékoliv statistické zpracovani dat, bez kterého vysledky nemaji Zddnou vypovidaci
hodnotu. Napf. na strané 25 autorka tvrdi, Ze mortalita borrelii se Zenskym sérem je nizsi, nez mortalita
borrelii s muzskym sérem. Tento zdvér vyvozuje na zakladé prostého porovnani zprimérovanych
hodnot z tabulky 7. Na prvni pohled je pfitom patrné, Ze hodnoty v tabulce maji v ramci jednotlivych
skupin celkem Siroky rozptyl. Bez smérodatnych odchylek a statistického zhodnoceni nelze z téchto dat




vyvozovat 7adné zavéry. Podobné by se dalo pokracovat u viech nasledujicich tabulek, graft a zavéra,
které bez statistiky postradaji smysl. (bylo by vhodné toto doplnit pfi obhajobé)

Z predloZenych vysledkl plyne, Ze borrelie nejsou lidskym komplementem zabijeny, nebo jen malo,
jednad se tedy v podstaté o negativni vysledky. Prezentace takovych vysledkl je vidy oSemetnd a musi
byt podporena kvalitnimi kontrolami potvrzujicimi spolehlivost pouzitych metod. Bez nich nejde
rozlisit, zda se jedna opravdu o negativni vysledek, nebo zda nefunguje pouZitd metoda. Takové
kontroly v praci ale postradam. Chybi zde napriklad kontrola, zda byl komplement v pfipravenych
sérech funkc¢ni. Déle by bylo vhodné do pokust zafadit jako pozitivni kontrolu sérum zvifete (napf.
krava) u kterého je znamo, Ze borrelie zabiji a potvrdit tak spolehlivost pouzité metody.

Déle bych vytkl formalni nedostatky, predevsim zmatek v ¢islovani tabulek a obrazkl. Ve vysledcich se
objevuje dvakrat tabulka ¢. 4, chybi zde tabulka ¢. 8, obrazky jsou zcela nelogicky Cislované od 1 do 11
a potom znovu od 6 do 8. Legendy obrazk( a tabulek nejsou dostatecné podrobné (mély by konkrétné
vysvétlovat, co ¢tendr na obrazku vidi) a mnohdy tedy neni zcela jasné, co dany obrazek ukazuje (napf.
obrazky 10 a 11). Tabulka €. 6 neobsahuje Zadna dileZita data a je tedy zbytecna.

Diskuzi jsou vénovany necelé 3 strany textu. Autorka porovnava svoje vysledky s literarnimi Gdaji i s
vysledky pochdzejicimi ze Skolici laboratofe. Prace sodbornou literaturou je na dobré drovni,
pfipominky bych mél opét k vyvozovanym zavériim, které bez statistiky nelze s jistotou tvrdit.

Zavérecné hodnoceni: PredloZenou magisterskou praci doporuduji i pres jeji nedostatky k obhajobé.
Navrhuji znamku 2-3, zavérecné hodnoceni bude zaviset na kvalité Ustni prezentace. Je zfejmé, Ze se
autorka béhem svého studia sezndmila s celou fadou laboratornich technik a bude tak ze 3koly
odchazet dobfe pfipravena pro praci v nejriiznéjsich typech diagnostickych laboratofi. Pokud by se ale
rozhodla pokrac¢ovat ve védecké kariéfe, bude potfeba vyrazné zapracovat na provedeni experimentd
a jejich spravném vyhodnoceni. ‘

Otazky oponenta:

1. Na strané 2 autorka uvadi, Ze borrelie jsou G- bakterie, coZ neni tak Uplné pravda. Prosim uvedte
nékteré zédsadni znaky, které odliSuji borrelie od typickych G- bakterii.

2. Na strané 6 se piSe, Ze borrelie mohou byt na ¢lovéka preneseny viemi stadii klistéte (larva, nymfa,
dospélec). Prosim vysvétlete, jak se borrelie v pfirodé pfenasi a jaké stadium predstavuje pro ¢lovéka
nejvétsi nebezpedi.

3. Ve vysledcich jsem vytykal, Ze chybi kontrola na funkénost komplementu. Mohla byste prosim
navrhnout zplsob, jakym by bylo mozZné zméfit a otestovat aktivitu komplementu?

V Ceskych Budé&jovicich 14.1.2016
Radek Sima
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